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26 to 3301 ± 171 mg GAE/100 g dw in nettle leaves extracts and from 237 ± 10 
to 860 ± 26 mg GAE/100 g dw in fennel seeds extracts. Phenolic profile 
analyses were carried out by UPLC-MS/MS. In total, 27 different compounds 
were identified in nettle leaves extracts, among those cinnamic acid and 
kaempferol were far the most abundant in all the extracts while kaempferol-3-O-
glucuronide was identified as the most dominant among 21 compounds found in 
fennel seeds extracts. ASE proved to be optimal method for the extraction of 
bioactive compounds from nettle leaves, while classical heat reflux for fennel 
seeds, for both using 30 % acetone as a solvent. Based on the optimal extraction 
conditions, new extracts were prepared for which antioxidative potential (DPPH, 
FRAP) and antimicrobial activity using microdilution method were determined. 
Nettle leaves extract showed both, better antioxidative and antimicrobial 
activity, compared to fennel seeds extract, which correlated also with TPC 
values. Both extracts had antimicrobial effect on P. fragi (MIC = 0,5 mg/mL for 
nettle leaves extract and  MIC = 2 mg/mL for fennel seeds extract) while only 
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MAE Ekstrakcija z mikrovalovi 
MBK Minimalna baktericidna koncentracija 
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MIK Minimalna inhibitorna koncentracija (ang. minimal 
inhibitory concentration, MIC) 
MRSA Na meticilin rezistenten Staphylococcus aureus 
N Število bakterij 
n1, n2 Število števnih plošč pri prvi ali drugi razredčitvi 
ORAC Metoda za merjenje antioksidativnega potenciala (ang. 
oxygen radical absorbance capacity) 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
P. anomala Pichia anomala 
Malin V. Vpliv nekonvencionalnih metod ekstrakcije … koprive (U. dioica L.) in koromača (F. vulgare). 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
XII 
P. fluorescens Pseudomonas fluorescens 
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P.  guilliermondii Pichia guilliermondii 
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P. membranifaciens Pichia membranifaciens 
P. norvegensis Pichia norvegensis 
P. ohmeri Pichia ohmeri 
P. pastoris Pichia pastoris 
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S. aureus Staphylococcus aureus 
S. carnosus Staphylococcus carnosus 
S. typhimurium Salmonella typhimurium 
S. xylosus Staphylococcus xylosus 
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STEC Shigatoksigena Escherichia coli 
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TE Troloks ekvivalent 
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UAE Ultrazvočna ekstrakcija 
UPLC-MS/MS Tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
VA Vodni izvleček, pridobljen s pospešeno ekstrakcijo 
VR Vodni izvleček, pridobljen z refluksno ekstrakcijo 
VRSA Na vankomicin rezistenten Staphylococcus aureus 
VTEC Verotoksigena Escherichia coli 
ZIM, ŽM, ŽMJ Zbirka industrijskih mikroorganizmov (Laboratorija za 
živilsko mikrobiologijo, Oddelka za živilstvo Biotehniške 
fakultete) 
ΣC Število vseh kolonij na števnih ploščah 
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V živilstvu je uporaba rastlinskih izvlečkov zaradi njihovih protimikrobnih in 
antioksidativnih lastnosti ter težnje po uporabi naravnih učinkovin vse bolj razširjena. 
Kopriva (Urtica dioica L.) in koromač (Foeniculum vulgare) sta zaradi pozitivnih 
učinkov na zdravje v tradicionalni medicini pogosto uporabljani rastlini. Številne 
raziskave dokazujejo njun protimikroben in antioksidativen potencial, katerega 
pripisujejo veliki vsebnosti ter raznolikosti bioaktivnih spojin, ki jih rastlini vsebujeta. Z 
namenom uspešne priprave čim učinkovitejših izvlečkov prihajajo v ospredje nove, 
nekonvencionalne metode ekstrakcije, kot so ultrazvočna ekstrakcija (UAE), ekstrakcija 
z mikrovalovi (MAE), ekstrakcija pri povišanem tlaku (PLE) ali pospešena ekstrakcija 
(ASE), superkritična ekstrakcija (SFE), ekstrakcija s pulzirajočim električnim poljem 
(PEF), ekstrakcija z encimi (EAE), ipd. Le-te so zaradi manjše uporabe sintetičnih in 
organskih kemikalij okolju bolj prijazne kot konvencionalne metode ekstrakcije 
(Soxhlet, maceracija, hidrodestilacija, refluks), prav tako bi lahko z njihovo uporabo 
hitreje pridobili kakovostnejše izvlečke z večjo koncentracijo bioaktivnih spojin in s 
tem učinkovitejše zaviranje oksidacijskih procesov ali rasti mikroorganizmov. 
1.1 CILJI 
Cilj magistrskega dela je bil preizkusiti nove metode ekstrakcije (pospešeno ekstrakcijo 
in ekstrakcijo z mikrovalovi) na učinkovitost ekstrakcije rastlinskih bioaktivnih snovi iz 
listov koprive ter semen koromača in jih primerjati s konvencionalnim načinom 
ekstrakcije (refluksna ekstrakcija). Pri ekstrakcijah smo spreminjali vrsto ekstrakcijskih 
topil (30 % etanol, 30 % aceton, voda), pri ekstrakciji MAE pa poleg teh še temperaturo 
in čas trajanja ekstrakcije ter moč mikrovalov. Rastlinskim izvlečkom smo 
karakterizirali kemijsko sestavo in bioaktivno učinkovitost, ki smo jo analizirali kot 
protimikrobno aktivnost in antioksidativno aktivnost v “in vitro” razmerah. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
H1: Z ekstrakcijo z mikrovalovi (MAE) in pospešeno ekstrakcijo (ASE) pričakujemo 
boljši izkoristek bioaktivnih snovi v krajšem času ekstrakcije v primerjavi s 
konvencionalno metodo ekstrakcije (refluksna ekstrakcija). 
H2: Optimalni pogoji ekstrakcije, ki dajejo največji izkoristek bioaktivnih snovi, se 
bodo razlikovali pri obeh rastlinskih materialih (kopriva, koromač).  
H3: Bioaktivna učinkovitost (protimikrobna in antioksidativna aktivnost, določena z 
izbranimi parametri, kot so minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), minimalna 
baktericidna koncentracija (MBK) in sposobnost lovljenja prostih radikalov DPPH·) bo 
v pozitivni korelaciji s koncentracijskimi razmerji glavnih učinkovin pridobljenih 
izvlečkov.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RASTLINSKI IZVLEČKI 
Uporaba zdravilnih rastlin, zelišč ter začimb za terapevtske namene je poznana že od 
nekdaj. Pozitivne učinke na zdravje so poznale že stare civilizacije (Polunin in Robbins, 
1993). Sprva so imele rastline za ljudi prehranski pomen, ob odkrivanju njihovih 
pozitivnih lastnosti pa so le-te dobile pomen v tradicionalni medicini za zdravljenje 
različnih bolezni (Azmir in sod., 2013). 
Mnoge naravne spojine, prisotne v zdravilnih rastlinah, zeliščih, začimbah, sadnih 
izvlečkih, so znane po svoji protimikrobni aktivnosti, kar kažejo številne raziskave na 
tem področju, in se v živilstvu uporabljajo za izboljšanje senzoričnih lastnosti in za 
podaljšanje obstojnosti živil (Burt, 2004). Za zdravilne, protimikrobne, antioksidativne 
lastnosti rastlin, njihovo aromo in pigment so zaslužne bioaktivne spojine. To so t.i. 
sekundarni metaboliti, ki jih rastline proizvajajo z namenom, da se zavarujejo pred 
škodljivci – mikroorganizmi, insekti in herbivori (Cowan, 1999). Cowan (1999) spojine 
rastlinskega izvora s protimikrobnim učinkom deli na fenole in polifenole (enostavni 
fenoli in fenolne kisline, kinoloni, flavoni, flavonoidi in flavonoli, tanini, kumarini),  
terpenoide in eterična olja, alkaloide, lektine in polipeptide ter na ostale spojine. 
Fenolne kisline in flavonoidi so dobro znani po širokem spektru bioloških aktivnosti, 
kot so antioksidativna, protivnetna, protimikrobna, antispazmodična, antitumorska 
aktivnost (Đurović in sod., 2017). Biološki učinek rastlinskih izvlečkov je odvisen od 
njihove kemijske sestave, na katero vplivajo poreklo, zrelost, sorta in del rastline, ta pa 
lahko pri isti rastlini variira med sezonami. Protimikrobna aktivnost izvlečkov zaradi 
raznolikosti kemijskih spojin, ki jih posamezen izvleček vsebuje, ni omejena le na en 
mehanizem delovanja, temveč je povezana z več tarčnimi mesti na mikrobni celici, na 
katera lahko posamezna spojina deluje. Ločimo sinergistični in antagonistični učinek 
med kemijskimi spojinami rastlinskih izvlečkov. Ko ena spojina zmanjša učinek druge 
spojine, pravimo, da gre za antagonističen učinek, obratno predstavlja sinergistični 
učinek, pri katerem ena spojina okrepi učinek druge spojine (Burt, 2004). 
V sodobni družbi so naravne učinkovine vse bolj priljubljene in cenjene. Polunin in 
Robbins (1993) kot razloge za to navajata dejstvo, da je postala znanstvena medicina v 
zadnjem stoletju vse bolj odvisna od sintetično pridobljenih kemikalij. Po drugi strani 
pa zaskrbljenost glede pogostosti in resnosti stranskih učinkov, ki jih le-te lahko 
povzročajo, med vse bolj ozaveščenimi ljudmi narašča. Podobno je v živilski industriji, 
kjer vse bolj naraščajo zahteve potrošnikov po zamenjavi sintetičnih aditivov z 
naravnimi alternativami in po živilih, ki so proizvedena na način, ki čim manj 
obremenjuje okolje (Burt, 2004). Naravne učinkovine, kot so izvlečki rožmarina, 
timijana, origana, nageljnovih žbic, ingverja ipd., so v zadnjem času predmet mnogih 
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raziskav v povezavi s protimikrobnim in antioksidativnim delovanjem. Kopriva in 
koromač zaradi velike vsebnosti fenolnih kislin ter flavonoidov izkazujeta ugoden 
protimikroben in antioksidativen učinek. Kot taka bi lahko z namenom podaljšanja 
obstojnosti predstavljala naravno in sprejemljivejšo alternativo v živilstvu. 
2.1.1 Velika kopriva (Urtica dioica L.) 
Rod Urtica pripada družini koprivovk (Urticaceae). Najpomembnejši predstavnici sta 
velika kopriva (Urtica dioica L.) in mala kopriva (Urtica urens), ki uspevata v Evropi, 
Afriki, Aziji in Severni Ameriki. Rastline iz rodu Urtica so zelnate trajnice in zrastejo v 
višino tudi do 2 m. Značilni so nazobčani listi, ki rastejo na steblu v parih, eden nasproti 
drugega. Poraščeni so z dlačicami oz. žgalnimi laski, ki ob dotiku opečejo – vsebujejo 
namreč mravljično kislino, poleg te pa še histamin, acetilholin in serotonin (Kreigel in 
sod., 2018). Rastlina je poznana po veliki biološki aktivnosti in koristnih učinkih na 
zdravje ljudi - antioksidativna, protimikrobna, protivnetna, anti-ulcerna aktivnost in 
analgetične lastnosti njenih izvlečkov (Đurović in sod., 2017) in se že stoletja uporablja 
v tradicionalni medicini. Zanimiva je tudi kot dodatek k živilom in krmi kot sredstvo za 
podaljšanje obstojnosti (Kreigel in sod., 2018). 
2.1.1.1 Kemijska sestava 
Velika kopriva je bogat vir bioaktivnih spojin. Listi so bogati s terpenoidi, karotenoidi 
(ß-karoten, neoksantin, violaksantin, lutein in likopen) in maščobnimi kislinami 
(predvsem α-linolenska kislina, cis-9,12-linolna kislina, palmitinska kislina), vsebujejo 
pa tudi številne polifenole, esencialne aminokisline, klorofil, vitamine (A, C, D, E, F, K, 
P in B-kompleks), tanine, ogljikove hidrate, sterole, polisaharide, izolektine in minerale 
(selen, cink, železo, magnezij, baker, mangan, kalcij, kobalt, bor, natrij, jod, krom, 
žveplo), izmed katerih najpomembnejši je železo (Đurović in sod., 2017; Kreigel in 
sod., 2018). Izvlečki nadzemnih delov koprive so bogat vir polifenolov, medtem ko so 
korenine revnejše z bioaktivnimi snovmi in vsebujejo oleanolno kislino, sterole in steril 
glikozide. Dlačice, ki pokrivajo steblo in liste, vsebujejo mravljično kislino, histamin, 
acetilholin in serotonin (Kreigel in sod., 2018). Zeković in sod. (2017) poročajo, da je 
prevladujoča spojina koprivinih izvlečkov rutin, prav tako je omenjena spojina 
prevladujoči flavonoid v koprivi, sinapinska kislina pa prevladujoča fenolna spojina. Na 
kemijsko sestavo koprive vplivajo sorta, genotip, podnebje, tla, vegetativno stanje, čas 
spravila, skladiščenje in obdelava oz. predelava, kemijska sestava pa se med 
posameznimi deli rastline razlikuje (Kreigel in sod., 2018). Ince in sod. (2012) kot 
glavne fenolne spojine v izvlečkih koprive naštevajo galno, kavno, klorogensko in p-
kumarno kislino ter naringenin in naringin, Repajić in sod. (2020) pa izmed 
hidroksicimetnih kislin še ferulno kislino ter cikorno kislino ter flavonoide kvercetin-3-
glukozid, kemferol-3-rutinozid in luteolin. 
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2.1.1.2 Koristne lastnosti in uporaba 
Kopriva kaže antioksidativne, protimikrobne, protivnetne, antiulcerne in številne druge 
učinke, ki so povezani s prisotnostjo biološko aktivnih spojin, kot so vitamini (C, K in 
B-kompleks), esencialne aminokisline, maščobne kisline, karoteni, terpenoidi, 
polifenolne spojine, prehranska vlaknina, itn. (Zeković in sod., 2017). Te lastnosti 
prispevajo k široki uporabnosti koprive v živilstvu, kjer se uporablja kot dodatek k 
funkcionalni hrani, prehranskim dopolnilom, kot tudi v farmacevtski industriji. Najbolj 
je poznana po preprečevanju benigne hiperplazije prostate (BPH) in po preprečevanju 
vnetja sečil, deluje pa tudi preventivno proti raku prostate, blaži simptome osteoartritisa 
in bolečine v sklepih, deluje protivnetno, uporablja se za zdravljenje revmatoidnega 
artritisa, ekcemov, putike ter anemije. Nekatere raziskave omenjajo tudi anti-diabetično 
delovanje (Zeković in sod., 2017; Kreigel in sod., 2018). Zaradi velike vsebnosti 
klorofila se listi koprive v živilstvu uporabljajo za pridobivanje naravnega zelenega 
barvila. Izvlečki koprive so pogosta sestavina šamponov ter losjonov za telo (Kukrić in 
sod., 2012). Poleg tega je za koprivo značilno, da prispeva k izboljšanju tal, ki so 
nasičena z dušikom in fosfatom, spodbuja biotsko raznovrstnost lokalne flore in favne, 
prispeva k zmanjšanju obremenjenosti tal s težkimi kovinami, ipd. Kljub vsem 
pozitivnim lastnostim je kopriva še vedno pogosto podcenjena rastlina (Kreigel in sod., 
2018). 
2.1.2 Koromač (Foeniculum vulgare) 
Koromač ali navadni komarček (Foeniculum vulgare) je dvoletna zdravilna in 
aromatična rastlina, ki spada v družino kobuljnic (Apiaceae). Zanj so značilni pernati 
listi, rumeni cvetovi, ki so združeni v kobule, in votlo steblo. V višino zraste tudi do 2,5 
m. Listi zrastejo tudi več kot 40 cm v dolžino. Plodovi koromača so 4 – 10 mm dolga 
suha semena. Rastlina je razširjena na obalah Mediterana, uspeva pa tudi drugje, še 
posebej na suhih tleh ob morju ali rečnih bregovih. Poznamo dve vrsti koromača – 
Foeniculum vulgare subsp. piperitum in Foeniculum vulgare Mill. subsp. vulgare. Za 
prvo so značilna bolj grenka semena, medtem ko za drugo vrsto bolj sladka semena 
(Rather in sod., 2016). 
2.1.2.1 Kemijska sestava 
Koromač je dober rastlinski vir kalija, natrija, fosforja in kalcija (Badgujar in sod., 
2014; Rather in sod., 2016). Badgujar in sod. (2014) omenjajo tudi nezanemarljivo 
vsebnost maščobnih kislin, izmed katerih prevladujejo nenasičene maščobne kisline. 
Semena so bogat vir fenolnih spojin, vitamina C in E ter oleorezinov. Zelo poznano je 
eterično olje semen koromača, katerega glavne bioaktivne spojine so anetol, fenhon, 
estragol ter limonen (Hamdy-Roby in sod., 2013; Badgujar in sod., 2014; Mimica-
Dukić in sod., 2003 Singh in sod., 2006). Ti imajo, zlasti anetol, močan protiglivni 
učinek (Singh in sod., 2006; Mimica-Dukić in sod., 2003). Koromač je tudi bogat vir 
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fenolnih spojin, ki izkazujejo močno antioksidativno aktivnost (Oktay in sod., 2003). 
Križman in sod. (2007) navajajo 3-O-kafeoilkina kislino, klorogensko kislino, 4-O-
kafeoilkina kislino, eriocitrin, rutin, kvercetin 3-O-glukuronid, 1,3-O-dikafeoilkina 
kislino, 1,5-O-dikafeoilkina kislino, 1,4-O-dikafeoilkina kislino in rožmarinsko kislino 
kot najbolj zastopane fenolne spojine v koromaču iz Istrske regije. Parejo in sod. (2004) 
so identificirali 42 različnih fenolnih spojin – derivate preprostih fenolnih kislin, 
derivate hidroksicimetnih kislin, flavonoid diglikozide, flavonoid O-ramnoglukozide, 
flavonoid glukuronide, flavonoid glikozide ter flavonoid aglikone. 
2.1.2.2 Koristne lastnosti in uporaba 
Koromač je zelo široko uporabna rastlina. Poznan je predvsem koromačev čaj, ki se v 
tradicionalni medicini uporablja za lajšanje kolik pri dojenčkih. Poleg tega se koromač 
uporablja za preprečevanje napenjanja, lajšanje respiratornih in gastrointestinalnih 
težav, za povečanje izločanja mleka, saj je zanj značilno karminativno in laksativno 
delovanje, deluje tudi kot diuretik. Zaradi svoje arome semena koromača služijo tudi 
kot dodatek k pekovskim izdelkom, mesnim in ribjim jedem, sladoledu, alkoholnim 
pijačam ter zeliščnim mešanicam. Fenolne spojine, ki jih koromač vsebuje, so povezane 
s preprečevanjem bolezni, ki nastanejo kot posledica oksidativnega stresa – 
kardiovaskularne bolezni, rak, vnetni procesi (Rather in sod., 2016). Zaradi velike 
vsebnosti fenolnih spojin izkazujejo izvlečki ter eterična olja močno antioksidativno 
aktivnost ter zavirajo lipidno peroksidacijo primerljivo z BHT in BHA ter bolje kot α-
tokoferol (Oktay in sod., 2003; Rather in sod., 2016). Številne raziskave dokazujejo tudi 
močno protimikrobno učinkovitost eteričnega olja iz semen koromača, zato le-ta 
predstavlja potencialno sredstvo za nadzor nad okužbami, ki se prenašajo s hrano, kot 
tudi tistih, katere povzročajo proti antibiotikom odporni sevi (Rather in sod., 2016). 
Mimica-Dukić in sod. (2003) ga zaradi močnih protiglivnih učinkov omenjajo kot 
uporabnega za preprečevanje infekcij ter kontaminacij z mikotoksini, katere povzroča 
rod Aspergillus. 
Zdravilne rastline in zelišča, ki jih uporabljamo v humani prehrani, ne smejo 
predstavljati tveganja za zdravje ljudi in običajno nosijo status GRAS (ang. Generally 
Recognized as Safe).  Kljub temu lahko nekatere komponente rastlin predstavljajo 
tveganje za zdravje ljudi. V primeru koromača je to estragol, ki je ena izmed glavnih 
komponent eteričnega olja koromača. Estragol pri glodalcih povzroča nastanek malignih 
tumorjev, vendar učinki pri človeku, v zvezi s pojavom karcinogeneze, še niso jasni 
(Rather in sod., 2016). 
2.2 EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJIN 
Ekstrakcija je prvi korak vsake raziskave o rastlinskih učinkovinah. Dandanes je na 
voljo široka izbira različnih metod ekstrakcije. Bioaktivne spojine lahko iz rastlinskega 
materiala pridobimo z uporabo klasičnih oz. konvencionalnih pristopov, izmed katerih 
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so najpogosteje uporabljane maceracija, hidrodestilacija ter ekstrakcija po Soxhlet-u, 
poznamo pa še dekokcijo, perkolacijo, infuzijo, refluksno ekstrakcijo idr. Omenjene 
metode so bile včasih široko v uporabi, danes pa jih nadomeščajo novejši postopki 
ekstrakcije – t.i. nekonvencionalne metode. Konvencionalne metode imajo namreč kar 
nekaj slabosti: dolgi ekstrakcijski časi, zahtevajo draga in čista topila, velika poraba 
topil, manjša selektivnost, izguba termolabilnih spojin (ob uporabi visokih temperatur). 
V ta namen so se v zadnjih 50 letih pojavile nove, nekonvencionalne metode, kot so 
ultrazvočna ekstrakcija (UAE), encimska ekstrakcija (EAE), ekstrakcija z mikrovalovi 
(MAE), ekstrakcija s pulzirajočim električnim poljem (PEF), ekstrakcija s 
superkritičnimi tekočinami (SFE), ekstrakcija pri povišanem tlaku (PLE) ali pospešena 
ekstrakcija (ASE), ekstrakcija s subkritično vodo (SWE). Omenjene metode v 
primerjavi s konvencionalnimi metodami bolj okolju prijazne in zato poznane kot 
»zelene« metode. Zahtevajo manjšo porabo (sintetičnih in organskih) topil, zahtevajo 
manj časa in omogočajo boljši izkoristek ekstrakcije, boljšo kakovost izvlečkov ter 
boljši izkoristek energije (Azmir in sod., 2013; Manousi in sod., 2019). 
Zelo pomembna je izbira ustrezne ekstrakcijske metode, saj le-ta najbolj vpliva na 
kvantitativno in kvalitativno sestavo izvlečka (Kočevar Glavač, 2018). Na uspešnost 
ekstrakcije vplivajo lastnosti osnovne surovine (vrsta rastlinskega materiala, del rastline, 
svežost oz. posušenost rastline, velikost delcev), ekstrakcijsko topilo in njegova 
polarnost, temperatura, tlak in čas ekstrakcije (Azmir in sod., 2013). Pri izbiri 
ekstrakcijskega topila upoštevamo naslednje kriterije: selektivnost, inertnost, hlapnost, 
netoksičnost ter cenovno dostopnost (Kočevar Glavač, 2018). 
Da metoda ekstrakcije pomembno vpliva na vsebnost fenolnih spojin v izvlečkih so 
potrdili tudi Zeković in sod. (2017), ki so določili različno število skupnih fenolov v 
izvlečkih listov koprive, ki so jih pripravili po 3 različnih metodah: 464 ±  16 mg 
CAE/g s.s. (SWE), 380 ± 15 mg CAE/g s.s. (MAE), 147 ± 18 mg CAE/g s.s. (UAE). 
Tudi v raziskavah avtorjev Ghaima in sod. (2013), Kukrić in sod. (2012), Otles in 
Yalcin (2012) lahko opazimo, da imajo ekstrakcijsko topilo, metoda ekstrakcije ter 
poreklo vzorca vpliv na vsebnost fenolnih spojin v izvlečkih.  
2.2.1 Konvencionalne metode ekstrakcije 
2.2.1.1 Soxhlet ekstrakcija 
Ekstrakcija po Soxhlet-u se pogosto uporablja za primerjavo uspešnosti novih, 
nekonvencionalnih metod ekstrakcije. Postopek izvedbe metode je naslednji: porozen 
tulec za ekstrakcijo, izdelan iz močnega filter papirja ali celuloze, napolnimo z majhno 
količino trdnega fino zmletega vzorca in ga vstavimo v destilacijsko bučko. V 
destilacijski bučki, ki je pod tulcem z vzorcem, je ekstrakcijsko topilo, ki se ob 
segrevanju upareva v tulec z vzorcem. Pare topila izhlapevajo v kondenzator, kjer se 
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utekočinijo. Kondenzat topila nato kaplja na vzorec. Ko se tulec za ekstrakcijo do vrha 
napolni s topilom, prične topilo z ekstrahiranimi komponentami vzorca s pomočjo 
sifona teči nazaj v destilacijsko bučko. Postopek se ponavlja dokler ekstrakcija ni 
končana. Ekstrahirane komponente vzorca se nabirajo v destilacijski bučki, netopne 
sestavine vzorca pa ostanejo v tulcu (Azmir in sod., 2013; Azwanida, 2015). V 
primerjavi z maceracijo potrebujemo manj topila, vendar je slabost te metode 
izpostavljenost zdravju škodljivim in vnetljivim organskim topilom, pri katerih lahko 
med ekstrakcijo nastanejo potencialno toksične spojine. Topila, ki jih uporabimo, 
morajo biti zelo čista, kar predstavlja dodatne stroške (Azwanida, 2015). 
2.2.1.2 Maceracija 
Maceracija je cenovno ugodna metoda za pridobivanje eteričnih olj in bioaktivnih 
komponent. Sestoji iz naslednjih korakov:  
• mletje vzorca (da povečamo površino za kasnejši stik z ekstrakcijskim topilom),  
• dodatek ekstrakcijskega topila zmletemu vzorcu, 
• tekoči del odcedimo, preostanek trdnih delcev pa stisnemo, da dobimo čim več 
izvlečka, 
• filtracija izvlečka, da odstranimo nečistoče. 
Ekstrakcijo olajšamo s stresanjem. S tem povečamo difuzijo oz. odstranimo 
koncentrirano raztopino s površine delcev vzorca, tako omogočimo boljše delovanje 
topila in dobimo večji izkoristek (Azmir in sod., 2013). 
2.2.1.3 Hidrodestilacija 
Hidrodestilacija je tradicionalna metoda za pridobivanje eteričnih olj. Organskih topil 
ne uporabljamo, lahko se izvede brez predhodne dehidracije vzorca. Glavni fizikalno-
kemijski procesi, ki se odvijajo so hidrodifuzija, hidroliza in razgradnja pod vplivom 
toplote. Poznamo tri vrste hidrodestilacije: destilacija z vodo, destilacija z vodo in 
vodno paro ter destilacijo z vodno paro. Metoda sestoji iz naslednjih korakov: v 
destilacijsko posodo zatehtamo vzorec, dodamo ustrezno količino vode in segrevamo do 
vrenja. V primeru destilacije z vodno paro v vzorec injiciramo vodno paro. Vroča voda 
in vodna para sta glavna faktorja sproščanja bioaktivnih komponent iz rastlinskega 
materiala. Posredno hlajenje z vodo povzroči, da mešanica hlapov vode in olja 
kondenzira in teče iz kondenzatorja v separator, kjer se olje in bioaktivne komponente 
ločijo od vode. Zaradi uporabe visokih temperatur se lahko nekatere hlapne spojine 
vzorca med procesom izgubljajo, zato je metoda manj primerna oz. neprimerna za 
ekstrakcijo termolabilnih spojin (Azmir in sod., 2013). 
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2.2.1.4 Refluksna ekstrakcija 
Refluksna ekstrakcija poteka pri konstantni temperaturi s ponavljajočo se evaporacijo 
topila in kondenzacijo v določenem času. Med postopkom ne prihaja do izgube topila, 
po čemer se tudi razlikuje z ekstrakcijo po Soxhlet-u. Učinkovitost metode temelji na 
boljšem prehajanju fitokemikalij iz rastlinskih celic v topilo. Ponavljajoča se 
evaporacija topila in kondenzacija v refluksnem sistemu lahko namreč poveča prenos 
mase fitokemikalij. Metoda je lahko izvedljiva, učinkovita in poceni (Chua in sod., 
2016). 
2.2.2 Nekonvencionalne metode ekstrakcije 
2.2.2.1 Ultrazvočna ekstrakcija (UAE) 
Ultrazvok je zvok s frekvenco nad človekovim slišnim območjem, zato ga ljudje nismo 
sposobni zaznati. V kemiji ultrazvok običajno vključuje frekvence med 20 kHz in 100 
MHz. Zvočni valovi potujejo skozi medij, pri čemer se ta stiska in širi, pri tem pride do 
pojava, imenovanega kavitacija. Kavitacija označuje sintezo, rast in propad mehurčkov. 
Pri pretvorbi kinetične energije gibanja mehurčka v segrevanje njegove vsebine se 
sprosti veliko energije. Ta pojav je značilen le za tekoče medije in za tekoče medije, ki 
vsebujejo trdno snov (Azmir in sod., 2013). Kavitacija povzroči, da se površinski stik 
med topilom in vzorcem poveča, prav tako se poveča prepustnost celičnih sten za topilo 
(Azwanida, 2015). Ultrazvočna energija olajša izluževanje organskih in anorganskih 
spojin iz rastlinskega materiala, kar je tudi glavna prednost metode. Zelo pomembni 
dejavniki za zadostno in učinkovito ekstrakcijo so vsebnost vode, stopnja mletja vzorca, 
velikost delcev vzorca ter ekstrakcijsko topilo. Pomembni dejavniki za delovanje 
ultrazvoka pa so temperatura, tlak, frekvenca in čas sonifikacije. Prednosti metode so 
krajši čas ekstrakcije, manjša poraba ekstrakcijskih topil in energije (Azmir in sod., 
2013), metoda je tudi relativno poceni (Azwanida, 2015). 
2.2.2.2 Ekstrakcija z mikrovalovi (MAE) 
Pri ekstrakciji z mikrovalovi s pomočjo energije mikrovalov olajšamo sprostitev analita 
iz matriksa vzorca v ekstrakcijsko topilo (Azwanida, 2015). Mikrovalovi so 
neionizirajoči elektromagnetni valovi s frekvencami med 300 MHz in 300 GHz 
(Manousi in sod., 2019). Sestavljeni so iz dveh polj (električno in magnetno), ki nihata 
pravokotno eno na drugo (Azmir in sod., 2013). Mikrovalovno sevanje deluje na dipole 
polarnih in polariziranih molekul, pri čemer se sprošča toplota.  Elektromagnetna 
energija se pretvori v toploto po mehanizmih ionske prevodnosti in vrtenja dipolov 
(Azmir in sod., 2013; Azwanida, 2015).  Ionska prevodnost oz. ionska kondukcija je 
posledica elektroforetske migracije ionov ob prisotnosti elektromagnetnega polja 
(Destandau in sod., 2013). Med ionsko prevodnostjo se zaradi odpornosti medija na 
pretok ionov proizvaja energija. Pogoste spremembe smeri ionov (ta se spremeni 
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tolikokrat, kot se spremeni elektromagnetno polje) se kažejo kot trki med molekulami, 
zaradi česar se sprošča toplota. MAE temelji na ločitvi bioaktivnih komponent od 
aktivnih mest matriksa vzorca ob povišani temperaturi in tlaku, difuziji topila v matriks 
vzorca ter sprostitvi bioaktivnih komponent iz matriksa vzorca v topilo (Azmir in sod., 
2013). MAE je selektivna metoda, predvsem za polarne molekule in topila z visoko 
dielektrično konstanto (Azwanida, 2015). Če uporabimo nepolarno topilo brez 
polarizirajočih skupin, se sprosti le malo toplote. Zato pri tej metodi uporabljamo le 
dielektrične materiale ali topila s permanentnim dipolom (Manousi in sod., 2019). Na 
MAE vplivajo naslednji parametri (Destandau in sod., 2013): 
• ekstrakcijsko topilo: izbira topila temelji na topnosti tarčnih spojin v topilu, 
interakcijah med topilom in rastlinskim matriksom, dielektrični konstanti topila 
oz. na njegovi sposobnosti absorbcije mikrovalov; 
• temperatura: s povečanjem temperature ima topilo večjo sposobnost topljenja 
tarčne spojine, medtem, ko se površinska napetost in viskoznost topila 
zmanjšata, kar izboljša prehod spojin iz matriksa vzorca. Temperatura je odvisna 
od sposobnosti topila, da absorbira mikrovalove in od moči mikrovalov. V 
zaprtem sistemu lahko temperatura topila preseže njegovo točko vrelišča. 
(Pre)visoka temperatura lahko povzroči izgubo termolabilnih in hlapnih spojin; 
• čas ekstrakcije: izkoristek ekstrakcije je večji pri daljšem času ekstrakcije 
(dokler ne dosežemo plato-ja), pri termolabilnih spojinah se lahko dolg čas 
ekstrakcije odrazi v izgubi le-teh; 
• moč mikrovalov: moč mikrovalov mora biti ustrezno izbrana, da zmanjšamo 
čas, potreben za dosego nastavljene temperature, ne da bi pri tem dosegli 
previsoke temperature in nadtlaka v zaprtem sistemu. Povečana moč mikrovalov 
pri daljšem času izpostavljenosti mikrovalovom povzroči izgubo topila z 
izhlapevanjem. Običajno se za zaprte sisteme uporabljajo maksimalne moči 
mikrovalov 600 W – 1000 W oz. ~250 W za odprte sisteme; 
• narava matriksa: velikost delcev (manjši delci imajo večjo površino za stik s 
topilom, zato je ekstrakcija lažja), vlažnost matriksa (naravno prisotna oz. 
dodana voda ima velik vpliv na ekstrakcijo – molekule vode imajo namreč velik 
dipolni moment, zato močno absorbirajo energijo mikrovalov. Voda ima vedno 
vpliv na sposobnost absorbcije mikrovalov in olajša postopek segrevanja, 
poveča polarnost ekstrakcijskega topila, prav tako lahko vpliva med interakcije 
med topljencem in matriksom vzorca, zaradi česar so topljenci dostopnejši 
ekstrakcijskemu topilu). 
MAE je preprosta in hitra ekstrakcijska metoda, ki zahteva manjšo porabo topil in 
manjšo porabo energije kot tradicionalne metode ekstrakcije (Manousi in sod., 2019). 
Prednosti so še kratki ekstrakcijski časi (nekaj sekund ali minut) (Destandau in sod., 
2013), manjša oprema, večji izkoristek ekstrakcije (Azmir in sod., 2013), zmanjšana 
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toplotna razgradnja spojin in večja čistost izvlečkov. Če gre za zaprt sistem, se energija 
praktično ne izgublja v okolje (Manousi in sod., 2019). Manousi in sod. (2019) 
omenjajo še nekaj izboljšav te metode: P-MAE (mikrovalovna ekstrakcija v kombinaciji 
s tlakom), NPMAE (z dušikom zaščitena mikrovalovna ekstrakcija – za ustvarjanje 
tlaka se uporabi dušik), UMAE (ultrazvočno-mikrovalovna ekstrakcija), DMAE 
(dinamična mikrovalovna ekstrakcija), SFMAE (mikrovalovna ekstrakcija brez uporabe 
topil). Z ustrezno kombinacijo mikrovalov in tlaka, lahko ohranimo termolabilne 
bioaktivne spojine (Manousi in sod., 2019). 
2.2.2.3 Pospešena ekstrakcija (ASE) 
Pospešena ekstrakcija je ekstrakcija trdno-tekoče, ki poteka pri povišani temperaturi, 
običajno med 50 °C in 200 °C, in pri tlakih med 10 MPa in 15 MPa. Ker postopek 
zahteva povišan tlak, metodo imenujemo tudi ekstrakcija pri povišanem tlaku (PLE, 
PSE) (Manousi in sod., 2019). Princip metode je pod visokimi tlaki ohranjati topilo nad 
normalno točko vrelišča. Višje temperature omogočijo boljše prodiranje topila v matriks 
vzorca in s tem boljšo ekstrakcijo, povečan tlak pa ohrani topilo v tekočem stanju in 
tako omogoča hitro ekstrakcijo (Richter in sod., 1996; Manousi in sod., 2019). Izbor 
topil običajno temelji na polarnosti spojin, katere želimo ekstrahirati, in njihovi 
združljivosti z ostalimi koraki obdelave. Topilo, ki se uporablja, je običajno organsko, 
lahko pa uporabimo tudi vročo vodo pod atmosferskim ali povišanim tlakom, kar 
imenujemo ekstrakcija s subkritično vodo (SWE) in je ena izmed oblik ASE (Manousi 
in sod., 2019). Prednosti metode so boljša ekstrakcijska kinetika, boljša natančnost in 
ponovljivost metode, krajši čas ekstrakcije, manjša poraba topil ter možnost 
avtomatizacije (Azmir in sod., 2013; Azwanida, 2015; Manousi in sod., 2019), možnost 
večjega števila ciklov ekstrakcije tudi pomembno prispeva k večjem izkoristku 
ekstrakcije (Repajić in sod., 2020). Ker ASE zahteva povišano temperaturo, metoda ni 
primerna za ekstrakcijo termolabilnih spojin. Glavni dejavniki, ki vplivajo na ASE, so 
tlak, ki je potreben za ohranjanje topila v tekoči obliki, temperatura, ki mora biti nad 
vreliščem topila (da se izboljša ekstrakcijska kinetika), statični čas ekstrakcije (daljši 
statični čas ekstrakcije praviloma pomeni večji izkoristek ekstrakcije), volumen 
izpiranja, ki je običajno 40 % - 60 % volumna celice, in volumen praznine (zmanjšamo 
ga z dodatkom inertnega materiala, kakršna je diatomejska zemlja – ta zagotavlja boljši 
stik med topilom in matriksom, zmanjša morebitno oksidacijo tarčnih analitov zaradi 
prisotnosti zraka ter zmanjša porabo topila) (Manousi in sod., 2019). Kljub veliki 
učinkovitosti se na račun visoke cene metoda manj uporablja (Azwanida, 2015). 
2.2.2.4 Ekstrakcija s pulzirajočim električnim poljem (PEF) 
Pulzirajoče električno polje uniči strukturo celičnih membran, s čimer se poveča 
ekstrakcija. Med suspenzijo živih celic v električnem polju prehaja električni potencial 
skozi membrane teh celic in loči membranske molekule na osnovi njihove dipolne 
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narave (glede na njihov naboj v celični membrani). Ko transmembranski potencial 
preseže kritično vrednost, t.j. ~1V, se pričnejo nabite molekule med seboj odbijati, v 
membranah se tvorijo pore, kar drastično poveča njihovo prepustnost in s tem skrajša 
čas ekstrakcije bioaktivnih komponent iz celičnih sten. Učinkovitost PEF zavisi od 
naslednjih procesnih parametrov – jakosti električnega polja, specifičnega vnosa 
energije, števila pulzov, temperature in lastnosti materiala. Pri zmerni ekstrakciji PEF 
temperatura le malo naraste, zato je metoda primerna tudi za ekstrakcijo termolabilnih 
spojin (Azmir in sod., 2013). 
2.2.2.5 Encimska ekstrakcija (EAE) 
Nekatere fitokemikalije so lahko razporejene po celični citoplazmi, nekatere pa se 
zadržujejo vezane z vodikovimi vezmi ali hidrofobnimi interakcijami v polisaharid-
ligninsko mrežo in so topilu pri običajnem postopku ekstrakcije težko dostopne. Da bi 
omogočili lažji stik med tarčnimi spojinami in topilom ter s tem olajšali ekstrakcijo, 
vzorec predhodno obdelamo z dodatkom specifičnih encimov (npr. celulaze, α-amilaze, 
pektinaze, …), ki so sposobni razgraditi celične stene in hidrolizirati strukturne 
polisaharide in lipide. Poznamo dve vrsti EAE – encimsko ekstrakcijo, kjer je topilo 
voda, ter encimsko ekstrakcijo s hladnim stiskanjem. Metoda je okolju prijazna, saj ne 
uporabljamo organskih topil (Azmir in sod., 2013). 
2.2.2.6 Ekstrakcija s superkritičnimi tekočinami (SFE) 
Superkritično stanje je, ko so snovi izpostavljene temperaturi in tlaku nad kritično 
točko. Kritična točka je stanje, ko nad določeno temperaturo in tlakom plinska in 
tekočinska faza ne obstajata (Azmir in sod., 2013). Kritično točko snovi dosežemo z 
uravnavanjem temperature in tlaka. Ko superkritična tekočina doseže kritično točko, 
kaže fizikalne lastnosti plina in tekočine. Povedano drugače, superkritična tekočina se 
obnaša kot plin, vendar se raztaplja kot tekočina  (Azwanida, 2015) in ima plinom 
podobne lastnosti difuzije, viskoznosti in površinske napetosti, ter tekočinam podobne 
lastnosti gostote ter moči solvatacije (Azmir in sod., 2013). Primer superkritične 
tekočine je CO2, ki je idealno topilo za nepolarne analite (zato primeren za ekstrakcijo 
lipidov, maščob in nepolarnih spojin), prav tako je poceni in manj toksičen. Čeprav je 
manj topen v polarnih vzorcih, ga lahko z dodatkom polarnih modifikatorjev (etanol ali 
metanol) spremenimo, tako da je primeren tudi za ekstrakcijo polarnih komponent. Ker 
CO2 pri sobni temperaturi upari, dobimo analite v koncentrirani obliki (Azwanida, 
2015). Uspešnost ekstrakcije definirajo parametri: temperatura, tlak, velikost delcev, 
vsebnost vlage vzorca, čas ekstrakcije, pretok CO2 ter količina topila. Prednosti SFE so 
(Azmir in sod., 2013):  
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• superkritična tekočina ima višji difuzijski koeficient ter nižjo viskoznost in 
površinsko napetost kot topilo, zato lahko bolje prehaja skozi vzorec ter 
povzroči hitrejši prenos mase; 
• stalen pretok superkritične tekočine do vzorca zagotavlja popolno ekstrakcijo; 
• selektivnost nadkritične tekočine je večja od tekočega topila, saj lahko njeno 
solvatacijsko moč reguliramo s spreminjanjem temperature in/ali tlaka; 
• metoda je primerna tudi za ekstrakcijo termolabilnih komponent; 
• čas ekstrakcije je kratek; 
• poraba organskih topil je majhna (»zelena« metoda); 
• možna je neposredna povezava s kromatografskimi metodami, kar je primerno 
za določanje hlapnih komponent; 
• superkritično tekočino lahko ponovno uporabimo, kar zmanjša količino 
odpadkov. 
2.3 ANTIOKSIDANTI 
Antioksidanti so snovi, ki delujejo kot lovilci prostih radikalov in zavirajo ali celo 
preprečijo oksidacijske procese. Tako ščitijo človeški organizem in tudi živila pred 
neželjenimi oksidativnimi procesi, povezanimi z reakcijami prostih radikalov (Anwar in 
sod., 2009). Prior in sod. (2005) antioksidante v bioloških sistemih razvrščajo v 4 
skupine: 
• encimi (superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza), 
• velike molekule (albumin, ceruloplazmin, feritin, ostali proteini), 
• majhne molekule (askorbinska kislina, glutation, sečna kislina, tokoferol, 
karotenoidi, (poli)fenoli), 
• nekateri hormoni (estrogen, angiotenzin, melatonin, itd.). 
Sadje, zelenjava, semena, žitarice, čaj, vino, oljčno olje ter aromatične rastline (začimbe 
in zelišča) predstavljajo zaradi vsebnosti fenolnih spojin pomemben vir antioksidantov 
(Dimitrios, 2006). Fenolne spojine imajo zaradi hidroksilnih skupin sposobnost 
lovljenja prostih radikalov (Gülcin in sod., 2004). Fenolne spojine določamo 
spektrofotometrično z metodo Folin-Ciocalteu. Metoda temelji na oksidaciji fenolnih 
skupin ob dodatku Folin-Ciocalteu (FC) reagenta (zmes fosfovolframove in 
fosfomolibdenske kisline), pri čemer dobimo modro obarvan produkt. FC reagent 
reagira s fenoksidnim ionom vzorca, pri čemer se ta oksidira, FC reagent pa reducira do 
modro obarvanih volframovih in molibdenovih oksidov. Izmerjena intenziteta obarvanja 
vzorca ima maksimum absorbance pri valovni dolžini 765 nm in je proporcionalna 
koncentraciji fenolnih spojin v vzorcu (Prior in sod., 2005; Shortle in sod., 2014). 
Antioksidativni potencial določamo s spektrometrijskimi, elektrokemijskimi ter 
kromatografskimi metodami. Spektrometrijske metode, ki se zelo pogosto uporabljajo, 
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so  DPPH, ORAC in FRAP (Moharram in Youssef, 2014). Te se med seboj razlikujejo 
po mehanizmu reakcije. Metode, ki delujejo po mehanizmu HAT (ang. hydrogen atom 
transfer), merijo sposobnost antioksidanta za lovljenje prostih radikalov z donacijo 
vodika.  Metode, ki delujejo po mehanizmu SET (ang. single electron transfer), pa 
merijo sposobnost antioksidanta za redukcijo spojine s prenosom elektrona (Prior in 
sod., 2005). 
Ena izmed metod, ki deluje po mehanizmu HAT, je metoda ORAC (kapaciteta 
absorbance kisikovih radikalov, ang. oxygen radical absorbance capacity). Z njo 
določamo sposobnost lovljenja kisikovih radikalov. Fluorescentni molekuli, kakršni sta 
ß-fikoeritrin ali fluorescin, dodamo generator prostih radikalov, azo-iniciatorno spojino, 
in segrevamo. Azo-iniciator pri tem proizvede proste peroksilne radikale, ki 
poškodujejo fluorescentno molekulo, kar se odrazi v zmanjšanju fluorescence. Krivulji 
(za vzorec z oz. brez dodatka antioksidanta), ki ju dobimo, primerjamo s standardno 
krivuljo, pri kateri kot antioksidant uporabimo sintetični analog vitamina E, troloks 
(Moharram in Youssef, 2014). 
Metoda FRAP (ang. ferric reducing / antioxidant power) temelji na redukciji kompleksa 
Fe3+ in TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triaza) do Fe2+ ob prisotnosti antioksidanta. Pri tem 
nastane obarvan produkt, katerega merimo pri valovni dolžini 593 nm (Moharram in 
Youssef, 2014). Reakcija poteka v kislem mediju  (pH 3,6), da ohranimo topnost železa. 
Metoda deluje po mehanizmu SET (Prior in sod., 2005). 
Nekatere metode delujejo po obeh mehanizmih. Ena izmed takšnih metod je DPPH 
metoda, ki temelji na reakciji radikala 1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH·) z 
antioksidantom. Pri tem se barva radikala spreminja iz vijolične v rumeno. Zmanjšanje 
absorbance DPPH merimo pri valovni dolžini 517 nm (Prior in sod., 2005). 
2.4 MIKROORGANIZMI 
2.4.1 Bakterije rodu Listeria 
Rod Listeria je skupina nesporogenih, fakultativno anaerobnih grampozitivnih 
paličastih bakterij. Prisotne so praktično povsod – v zemlji, vodi, na rastlinah, človeških 
in živalskih odpadkih, krmi, zelenjavi, mesu in mesnih izdelkih ter v mleku in mlečnih 
izdelkih (Adamič in sod., 2003; Hain in sod., 2006). Naravni habitat listerij je 
razkrajajoč rastlinski material, kjer živijo kot saprofiti (Hain in sod., 2006). Ne tvorijo 
spor, so pa kljub temu odporne na neugodne okoljske dejavnike (Adamič in sod., 2003). 
Zmožne so rasti pri visokih koncentracijah soli (10 % NaCl) ter pri širokem območju 
vrednosti pH (4,5 – 9) in širokem temperaturnem območju (0 – 45 °C). Sposobnost rasti 
pri temperaturah hladilnika poveča tveganje za zastrupitve s hrano. L. monocytogenes in 
L. ivanovii sta patogeni vrsti. Najpomembnejša predstavnica rodu je L. monocytogenes 
in povzroča resne bolezni pri ljudeh in živalih, medtem ko je L. ivanovii večinoma 
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povezana z infekcijami pri živalih (Hain in sod., 2006). L. innocua je nepatogena vrsta, 
je pa z L. monocytogenes tesno povezana, zato se v raziskavah včasih uporablja kot njen 
nadomestek (Nyhan in sod., 2020). Pogostost listerioze je sicer majhna, vendar je za 
rizične skupine (otroci, nosečnice, starostniki in osebe z oslabljenim imunskim 
sistemom) stopnja smrtnosti visoka (20 – 30 %) (Hain in sod., 2006). Večje tveganje za 
okužbo predstavljajo beljakovinsko bogata živila (surovo ter toplotno nezadostno 
obdelano mleko ter meso, mehki siri), gotova živila, surova ter zamrznjena sadje in 
zelenjava, ribe ter morski sadeži (NIJZ, 2017). Problematične za okužbo pa so tudi 
navzkrižne kontaminacije iz predelovalnega okolja na živilski izdelek (Nyhan in sod., 
2020). 
2.4.2 Bakterije rodu Staphylococcus 
 
Stafilokoki so grampozitivni fakultativno anaerobni koki. Pojavljajo se posamezno, v 
parih ali pa združeni v grozde (Le Loir in sod., 2003). Najdemo jih na koži in sluznici 
ljudi in živali, od koder pridejo v živila (Adamič in sod., 2003). Najpomembnejši in tudi 
najbolj preučevan predstavnik tega rodu je prav gotovo S. aureus. Bakterije dobro 
rastejo v slanem okolju (pri koncentracijah NaCl tudi nad 15 %) in ne tvorijo spor. 
Rastejo lahko v širokem temperaturnem območju (7 – 48 °C) ter pri vrednostih pH 4,2 – 
9,3. Nekateri sevi S. aureus tvorijo enterotoksine (pri temperaturah 10 – 45 °C) ter tako 
povzročajo zastrupitve s hrano. Zastrupitve s stafilokoknim enterotoksinom so povezane 
z izpostavljenostjo živil temperaturam, ki bakterijam omogočajo rast, pripravo jedi dlje 
časa pred serviranjem, nezadostne toplotne obdelave živila ter slabo osebno higieno (Le 
Loir in sod., 2003; Adamič in sod., 2003). Tvegana živila so mleko, smetana, slaščice s 
kremami, maslo, šunka, siri, salame, solate, majoneza (Le Loir in sod., 2003; NIJZ, 
2016). S. aureus ni le povzročitelj zastrupitev s hrano temveč tudi številnimi okužbami 
pri človeku – okužbami  kože, gnojnimi okužbami, sindromom toksičnega šoka, 
pnevmonijo ter stafilokoknim eksofoliativnim dermatitisom. Ker so številni sevi S. 
aureus razvili odpornost proti protimikrobnim sredstvom, vključno z antibiotikoma 
meticilin (MRSA) ter vankomicin (VRSA), predstavljajo velik problem predvsem v 
bolnišničnem okolju (Kawada-Matsuo in Komatsuzawa, 2012). Poleg patogenih vrst so 
v živilstvu stafilokoki pomembni tudi kot starterske kulture pri pripravi fermentiranih 
salam (S. carnosus, S. xylosus) (Lopez in sod., 2020). 
2.4.3 Bakterije rodu Escherichia 
Bakterije rodu Escherichia so gramnegativne paličaste fakultativno anaerobne bakterije. 
So običajni prebivalci črevesja ljudi in živali. Razmnožujejo se pri temperaturah 10 °C 
– 46 °C, številni sevi pa rastejo tudi pri 4 °C. Rastejo pri aw vrednosti min. 0,96 – 0,93 
ter pri pH nad 4,3. Predstavnica tega rodu, E. coli, je najpogosteje uporabljen 
indikatorski mikroorganizem fekalnega onesnaženja (Adamič in sod., 2003). Številni 
sevi te vrste ne predstavljajo tveganja za zdravje, nekateri v biotehnologiji predstavljajo 
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delovni mikroorganizem, nekaj pa jih je pridobilo nekatere virulenčne dejavnike in so 
zato patogeni. Slednji predstavljajo resno tveganje za zdravje ljudi in živali in 
povzročajo črevesne okužbe ter okužbe sečil. Med patogene seve uvrščamo 
enteropatogeno (EPEC), enterotoksigeno (ETEC), verotoksigeno oz. shigatoksigeno 
(VTEC/STEC), enteroagregativno (EAEC), difuzno adherentno (DAEC), 
enteroinvazivno (EIEC) in adherentno invazivno (AIEC) E. coli (Aijuka in Buys, 2019). 
Skupno jih poimenujemo tudi enterohemoragična E. coli (EHEC). Toksini, ki jih 
proizvajajo, poškodujejo sluznico črevesja, povzročajo vnetje črevesja, ki se kaže kot 
krvava driska. EHEC je povezana tudi s hemolitično uremičnim sindromom (HUS), 
vendar je to redek zaplet pri okužbi. Vir okužbe predstavljajo govedina, toplotno 
neobdelano mleko, surova zelenjava, sadje ter navzkrižno kontaminirana živila (NIJZ, 
2011). 
2.4.4 Bakterije rodu Pseudomonas 
Bakterije rodu Pseudomonas so obligatno areobne gramnegativne palčke. So zelo 
pomembna skupina bakterij, ki povzroča kvar hlajenih, zlasti beljakovinsko bogatih 
živil (meso, mleko). Večina vrst je psihrotrofnih ali psihrofilnih, zato se lahko zelo hitro 
razmnožujejo tudi pri nižjih temperaturah (0 °C – 7 °C) ter proizvajajo številne 
proteolitične in lipolitične encime (Adamič in sod., 2003), ki pomembno prispevajo h 
kvaru živil (Liu in sod., 2018). Pomembni predstavniki tega rodu so P. fragi, P. 
aeruginosa ter P. fluorescens. P. fragi je znan kot povzročitelj kvara mleka (Ercolini in 
sod., 2010) in kot eden glavnih povzročiteljev kvara mesa in rib (Ercolini in sod., 2010; 
Sterniša in sod., 2020), ki se kaže v spremembi vonja ter sluzavosti. Je tudi pomemben 
vir lipaz. Esteraze, ki jih proizvaja, se uporabljajo v proizvodnji sadnih arom (Ercolini 
in sod., 2010). P. aeruginosa povzroča bolnišnične okužbe v krvi, pljučih ali drugih 
delih telesa po operacijah (CDC, 2019), če je kontaminacija živila velika, pa povzroča 
tudi zastrupitve z živili. P. fluorescens, podobno kot P. fragi, povezujemo s kvarom 
mleka, mesa, rib ter izdelkov, tudi zelenjave (Liu in sod., 2018). Pri ljudeh lahko 
povzroča bakteriemije, vendar pa je precej manj virulenten v primerjavi s P. aeruginosa 
(Scales in sod., 2014). 
2.4.5 Kvasovke rodu Candida 
Candida je rod kvasovk iz reda Saccharomycetales ter debla Ascomycota, ki vključuje 
preko 300 vrst. Razširjene so v vlažnih okoljih z veliko organskih snovi, vključno z 
organskimi kislinami, etanolom, ter tudi visoko osmolarnostjo soli ter sladkorja. Večina 
predstavnikov je mezofilnih, ki dobro rastejo pri temperaturah 25-30 °C, nekateri pa 
tudi pod 0 °C oz. nad 50 °C. Nekatere vrste rastejo ter se razmnožujejo v 
mikroaerofilnih pogojih, v splošnem pa ne uspevajo v anaerobnih okoljih. Zaradi 
njihove velike encimske aktivnosti (proteolitična, glikozidazna, pektinolitična, 
lipolitična ter ureazna aktivnost), sinteze sekundarnih metabolitov, osmotolerance, 
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tolerance do etanola ter širokega temperaturnega območja rasti, se v živilstvu 
uporabljajo pri proizvodnji fermentiranih živil (kislo testo, mlečni izdelki, meso in 
mesni izdelki, vino, fermentirane oljke, …). Te iste lastnosti pa so tudi razlog za 
povzročanje kvara živil (sokovi, pivo, vino, mlečni izdelki, meso in mesni izdelki, …). 
Verjetno najbolj poznana predstavnica tega rodu je C. albicans. Je patogena vrsta ter 
odgovorna za največ kliničnih glivnih okužb. Je normalno prisotna v 
gastrointestinalnem traktu ljudi, težave pa povzroča predvsem ljudem z oslabljenim 
imunskim sistemom (Hommel, 2014). 
2.4.6 Kvasovke rodu Pichia 
Predstavniki rodu Pichia imajo velik biotehnološki pomen, od proizvodnje terapevtskih 
beljakovin, fermentacije živil, biokontrolnih sredstev ter proizvodnje biogoriv (Walker, 
2011). Zanimiva predstavnica rodu je P. anomala, ki je v živilstvu pomembna bodisi 
kot proizvodni organizem, bodisi kot povzročiteljica kvara. Uvrščamo jo med ne-
Saccharomyces vinske kvasovke, ki s sintezo hlapnih spojin prispeva k aromi vina, če 
hlapnih spojin, predvsem etil acetata, proizvede preveč, lahko prispeva tudi k 
njegovemu kvaru. Uspeva tudi v okoljih z nizkim pH, visokim osmotskim tlakom ter 
nizkimi koncentracijami kisika. Proizvaja t. i. "killer" toksine, ki delujejo kot 
protimikrobna sredstva, saj zavirajo rast drugih gliv. Izkorišča lahko širok spekter virov 
dušika in fosforja, zaradi česar predstavlja potencialno sredstvo za zmanjšanje 
obremenjenosti okolja z organskimi ostanki iz kmetijstva (Passoth in sod., 2006). Poleg 
P. anomala so pomembni predstavniki tega rodu P. pastoris, P. ohmeri, P. 
membranifaciens, P. kluyveri, P. norvegensis ter P. guilliermondii. 
2.4.7 In vitro metode za določanje protimikrobne aktivnosti rastlinskih izvlečkov 
Za določanje protimikrobne aktivnosti poznamo difuzijske, dilucijske in bioavtografske 
metode (Rios in sod., 1988).  
Metoda difuzije v trdnem gojišču je pogosto uporabljana »screening« metoda za 
določanje protimikrobne aktivnosti. Izmed omenjenih metod je najenostavnejša. Pri tej 
metodi na inokulirane agarske plošče nanesemo diske s protimikrobno snovjo. Po 
inkubaciji merimo velikost inhibicijske cone. Na rezultate vplivajo volumen 
protimikrobne snovi na diskih, debelina gojišča, topilo, sposobnost prodiranja 
protimikrobne snovi v gojišče, zato je metoda uporabna kot pomoč pri izbiri primernega 
protimikrobnega sredstva, medtem ko so rezultati med različnimi raziskavami med 
seboj težko primerljivi (Burt, 2004). 
Pri metodi razredčevanja v trdnem gojišču ali agar diluciji pripravimo ustrezne 
koncentracije protimikrobne snovi in jih vmešamo v trdno gojišče, kamor nato 
nanesemo inokulum kulture, ki jo preučujemo. Po inkubaciji spremljamo rast kulture na 
gojišču (Klančnik in sod., 2010). 
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Mikrodilucijska metoda v bujonu je hitra metoda, s katero ugotavljamo vpliv različnih 
koncentracij protimikrobne snovi na mikroorganizem, ki ga preučujemo. Metodi 
pravimo tudi metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici, saj pripravimo dvakratne 
redčitve protimikrobne snovi v gojišču. Po inkubaciji določimo vrednosti MIK 
(minimalne inhibitorne koncentracije) vizualno s pomočjo obarvanja po dodatku 
barvnega indikatorja (INT ali TTC) ter kvantitativno s pomočjo čitalca mikrotitrskih 
plošč (Klančnik in sod., 2010). Po mnenju Klančnik in sod. (2010) je mikrodilucija 
primernejša metoda za hitro kvantitativno ovrednotenje protimikrobne aktivnosti 
rastlinskih izvlečkov v primerjavi z disk difuzijo in agar dilucijo ter je tudi cenovno 
ugodnejša, saj zahteva manj materiala. 
Protimikrobno delovanje najpogosteje opišemo z vrednostmi minimalna inhibitorna 
koncentracija (MIK), minimalna baktericidna koncentracija (MBK), bakteriostatična 
koncentracija ter baktericidna koncentracija: 
Preglednica 1: Najpogostejši pojmi pri določanju protimikrobne aktivnosti (Burt, 2004) 
Pojem Definicija 
MIK Najnižja koncentracija protimikrobne snovi, kjer še ni vidne rasti mikrobne 
kulture. 
MBK Najnižja koncentracija protimikrobne snovi, ki uniči 99,9 % ali več mikrobnih 
celic, oz. najnižja koncentracija protimikrobne snovi, pri kateri po subkultivaciji v 
svežem tekočem gojišču ni vidne rasti mikrobne kulture. 
Bakteriostatična 
koncentracija 
Koncentracija protimikrobne snovi, ki ustavi razmnoževanje mikrobne kulture, a 
je ne uniči nujno. 
Baktericidna 
koncentracija 
Koncentracija protimikrobne snovi, ki popolnoma uniči mikrobne celice. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
Slika 1: Hodogram eksperimentalnega dela 
 Zmleti rastlinski material: 
- listi koprive (U. dioica L.) 
- semena koromača (F. vulgare) 
MAE: 
- voda/30 % etanol/30 % 
aceton 
- 40 °C/60 °C/80 °C 
- 5 min/10 min 
- 300 W/600 W 
ASE: 
- voda/30 % etanol/30 % 
aceton 
- 110 °C 
- 10 min 
- ±10 MPa 
- 4 cikli 
Refluks: 
- voda/30 % etanol/30 
% aceton 




TPC → statistična analiza → 
določanje optimalnih pogojev 
ekstrakcije 
Priprava izvlečkov po optimalnih pogojih ekstrakcije 
- list koprive: ASE, 30 % aceton 




Sušenje izvlečkov z odstranjevanjem topila 
Protimikrobno delovanje 
Priprava raztopin izvlečkov 
v DMSO 
Revitalizacija mikroorganizmov 
ter priprava inokuluma (105 
CFU/mL): 
S. aureus ŽMJ72 
L. innocua ŽM39 
E. coli ŽM370 
P. fragi ŽM685 
C. albicans ZIM2202 
P. anomala ZIM1769 
 
Rastni medij: 
- TSA, TSB (bakterije) 
- MEA, MEB 
(kvasovke) 
Določanje protimikrobne učinkovitosti: 
- MIK (mikrodilucija) → MBK/MFK 
ORAC 
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3.2 MATERIAL 
3.2.1 Rastlinski material 
 
V eksperimentalnem delu smo uporabili liste koprive (U. dioica L.) in semena 
koromača (F. vulgare). 
 
3.2.1.1 Listi koprive (U. dioica L.) 
Uporabili smo liste divje koprive (različnih fenofaz) iz pokrajine Lika, Hrvaška, ki so 
bili obrani med majem in avgustom 2019. Sveži listi so bili zamrznjeni pri temperaturi -
80°C in nato liofilizirani 24 h pri temperaturi -55 °C. Zmlete liste koprive smo do 
uporabe hranili v steklenem kozarcu pri sobni temperaturi.  
 
3.2.1.2 Semena koromača (F. vulgare) 
Uporabili smo semena koromača proizvajalca SUBAN d.o.o., Hrvaška, poreklo Egipt. 
Semena smo zmleli in jih do uporabe hranili v steklenem kozarcu pri sobni temperaturi. 
A) B)  
Slika 2: Listi koprive (U. dioica L.) (A); semena koromača (F. vulgare) (B) 
3.2.2 Mikroorganizmi 
V eksperimentalno delo smo vključili izbrane testne mikroorganizme (bakterije, 
kvasovke), ki so bodisi zaradi kvarjenja živil ali tveganja prenosa bolezni pomembni v 
živilski mikrobiologiji: L. innocua ŽM39, S. aureus ŽMJ72, E. coli ŽM370, P. fragi 
ŽM685, C. albicans ZIM2202, Pichia anomala ZIM1769. 
Delovne mikroorganizme smo pridobili iz zbirke Laboratorija za živilsko 
mikrobiologijo na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku 
za živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
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3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
V eksperimentalnem delu smo uporabili gojišča: 
• Tripton soja agar (TSA; ang. Tryptic Soy Agar) (Biolife, Italija): 
Sestava: pankreasni presnovek kazeina (15,0 g/L), encimsko razgrajena soja (5,0 
g/L), natrijev klorid (5,0 g/L) in agar (15,0 g/L). 
Priprava: 40,0 g pripravka smo raztopili v 1 L destilirane vode, dobro premešali 
in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji smo gojišče 
aseptično razlili v sterilne petrijevke. Petrijevke z gojiščem smo do uporabe 
hranili v hladilniku. 
• Tripton soja bujon (TSB; ang. Tryptic Soy Broth) (Biolife, Italija): 
Sestava: pankreasni presnovek kazeina (17,0 g/L), encimsko razgrajena soja (3,0 
g/L), natrijev klorid (5,0 g/L), dikalijev hidrogen fosfat (2,5 g/L) in glukoza (2,5 
g/L). 
Priprava: 30,0 g pripravka smo raztopili v 1 L destilirane vode, dobro premešali 
in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji smo gojišče 
do uporabe hranili v hladilniku. 
• Maltozni agar (MEA; ang. Malt Extract Agar) (Merck, Nemčija): 
Sestava: izvleček maltoze (30,0 g/L), pepton iz sojine moke (3,0 g/L) in agar-
agar (15,0 g/L). 
Priprava: 48,0 g pripravka smo raztopili v 1 L destilirane vode, dobro premešali 
in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji smo gojišče 
aseptično razlili v sterilne petrijevke. Petrijevke z gojiščem smo do uporabe 
hranili v hladilniku. 
• Maltozni bujon (MEB; ang. Malt Extract Broth) (Merck, Nemčija): 
Sestava: izvleček maltoze (17,0 g/L). 
Priprava: 1,7 g pripravka smo raztopili v 100 mL destilirane vode, dobro 
premešali in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji 
smo gojišče do uporabe hranili v hladilniku. 
3.2.4 Kemikalije in raztopine 
3.2.4.1 Topila 
• Destilirana voda. 
• 30 % etanol: 
Priprava: s pomočjo merilnega valja smo v merilno bučko volumna 1000 mL 
odmerili 312,5 mL 96 % etanola (Carlo Erba Reagents S.A.S., Francija; KEFO 
d.o.o., Slovenija) in dopolnili do oznake z destilirano vodo. 
• 30 % aceton: 
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Priprava: s pomočjo merilnega valja smo v merilno bučko volumna 1000 mL 
odmerili 300 mL 100 % acetona (Gram-Mol d.o.o., Hrvaška) ter dopolnili do 
oznake z destilirano vodo. 
• 100 % dimetil sulfoksid (DMSO). 
3.2.4.2 Reagenti in standardi 
Za določanje TPC po metodi Folin-Ciocalteu:  
• Folin-Ciocalteu reagent (Merck, Nemčija). 
• 20 % nasičena raztopina natrijevega karbonata (NaCO3): 
Priprava: 200 g anhidrida natrijevega karbonata (Kemika, Hrvaška) smo raztopili 
v 800 mL vroče destilirane vode in nato ohladili na sobno temperaturo. Nato 
smo dodali nekaj kristalov natrijevega karbonata in dopolnili 1000 mL bučko do 
oznake ter po 24 h filtrirali. 
• Standardna raztopina galne kisline: 
Priprava: zatehtali smo 500 mg galne kisline ter jo s pomočjo 10 mL 96 % 
etanola kvantitativno prenesli v 100 mL bučko, raztopili ter do oznake dopolnili 
z destilirano vodo. 
Za določanje AOP po metodi DPPH: 
• 0,2 mM raztopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma Aldrich, 
Švica):  
Priprava: v plastično ladjico za tehtanje smo zatehtali 0,0079 g DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikala in ga kvantitativno s pomočjo 100 % metanola 
(Carlo Erba Reagents S.A.S., Francija) prenesli v 100 mL stekleno bučko ter 
dopolnili do oznake. Raztopino DPPH smo v zaprti bučki shranili v temnem 
prostoru. 
• Standard troloksa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina) 
(Acros Organics, Belgija): raztopino troloksa smo pripravili v koncentraciji 0,02 
mol/L. V plastično ladjico za tehtanje smo zatehtali 500 mg troloksa in ga 
kvantitativno prenesli v 100 mL bučko ter raztopili v 100 % metanolu. 
Raztopino troloksa smo shranili v temnem prostoru. 
Za določanje AOP po metodi FRAP: 
• 37 % klorovodikova kislina. 
• 40 mM klorovodikova kislina:  
Priprava: v 100 mL bučko smo odpipetirali 330 μL 37 % HCl ter z destilirano 
vodo dopolnili do oznake. 
• 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) (Sigma Aldrich, Švica):  
Priprava: v plastično ladjico za tehtanje smo zatehtali 0,0156 g TPTZ-ja in ga 
kvantitativno prenesli v merilno bučko volumna 5 mL ter s 40 mM 
klorovodikovo kislino dopolnili do oznake. 
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• 20 mM raztopina železovega (III)-klorida heksahidrata (FeCl3 x 6H2O): 
Priprava: v plastično ladjico za tehtanje smo zatehtali 0,541 g železovega (III)-
klorida heksahidrata (Gram-Mol d.o.o., Hrvaška) ter ga kvantitativno prenesli v 
100 mL merilno bučko ter do oznake dopolnili z destilirano vodo. 
• 99 – 100 % glacialna ocetna kislina. 
• 0,3 M acetatni pufer s pH 3,6: 
Priprava: v plastično ladjico za tehtanje smo zatehtali 3,1 g natrijevega acetata 
trihidrata in ga s pomočjo destilirane vode kvantitativno prenesli v merilno 
bučko volumna 1 L, dodali smo 16 mL glacialne ocetne kisline in dopolnili do 
oznake z destilirano vodo. 
• FRAP reagent: 
Priprava: FRAP reagent smo pripravili v 50 mL stekleni bučki tako, da smo 
odmerili 30 mL 0,3 M acetatnega pufra, 3 mL reagenta TPTZ in 3 mL 
železovega (III)-klorida v razmerju 10:1:1. 
• Standard – 2 mM raztopina troloksa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilna kislina) za pripravo umeritvene krivulje:  
Priprava: zatehtali smo 0,0501 g troloksa in ga kvantitativno prenesli v 100 mL 
merilno bučko ter z destilirano vodo dopolnili do oznake. 
Za določanje AOP po metodi ORAC: 
• Radikal 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) (Sigma-Aldrich, 
Nemčija). 
• 70,3 nM raztopina fluorescina (C20H10NaO5) (Honeywell Riedel-de-Haën, 
Romunija). 
• 75 mM fosfatni pufer (pH 7,0) (Acros Organics, Belgija). 
• Standard troloksa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina) 
(Acros Organics, Belgija). 
Za določanje kemijske sestave z UPLC-MS/MS: 
• Standardi:  
o kvercetin-3-glukozid, kemferol-3-rutinozid, kavna kislina, ferulna 
kislina, galna kislina, klorogenska kislina, p-kumarna kislina, kina 
kislina, sinapinska kislina, rožmarinska kislina, siringinska kislina, 
cimetna kislina, vanilinska kislina, miricetin (Sigma Aldrich, Nemčija), 
o epikatehin, katehin, epigalokatehin galat, epikatehin galat, procianidin 
B2, apigenin, luteolin, eskuletin, skopoletin, naringenin (Extrasynthese, 
Francija), 
o kvercetin-3-rutinozid (Acros Organics, Belgija). 
• Mravljična kislina za HPLC (Prolabo, Anglija). 
• Acetonitril za HPLC (Prolabo, Anglija) 
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Za določanje vrednosti MIK: 
• Reagent INT (2-[4-jodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-fenil-tetrazolijev klorid) (Sigma 
Aldrich, ZDA) v koncentraciji 2 mg/mL. 
3.2.4.3 Ostalo 
• Diatomejska zemlja (KEFO d.o.o., Slovenija). 
• Dušik (Messer, Hrvaška). 
• Destilirana voda. 
• Fiziološka raztopina (0,9 % raztopina NaCl v destilirani vodi): 
Priprava: 9,0 g NaCl (Merck, Nemčija) smo raztopili v 1 L destilirane vode, 
premešali ter sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 1,1 bar, 15 min). Po sterilizaciji 
smo fiziološko raztopino do uporabe hranili v hladilniku. 
3.2.5 Laboratorijska oprema 
Uporabljali smo naslednjo laboratorijsko opremo: 
• za pripravo vzorca: mlinček (Tefal, Kitajska); 
• za pripravo ekstrakcijskih topil: merilni valji (volumnov 500 mL in 1000 mL), 
lij, merilne bučke (volumnov 500 mL in 1000 mL); 
• za izvedbo MAE: tehtnica (Sartorius analytic, Nemčija), sistem za ekstrakcijo 
MAE (Ethos Easy Milestone Connect, Advanced microwave digestion system, 
Milestone Srl, Italija) lij, merilni valj (50 mL), steklene čaše za tehtanje, žličke, 
steklena pipeta, filter papir, steklene bučke (50 mL), magnetna mešala; 
• za izvedbo refluksne ekstrakcije: erlenmajerice z obrusom, povratni hladilnik, 
plinski gorilnik, merilne bučke (50 mL), stojalo, lij, filter papir, falkonke (50 
mL), steklena pipeta; 
• za izvedbo ASE: sistem za ekstrakcijo ASE (Dionex™ ASE™ 350 Accelerated 
Solvent Extractor, Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA), celice za ekstrakcijo 
(Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA), steklenice za zbiranje izvlečkov, celulozni 
filter, tehtnica (Kern & Sohn, ABT 220-4M, Nemčija), čaša za tehtanje, 
steklenica, žlička, merilne bučke (10 mL in 50 mL), ultrazvočna kopel (Bandelin 
Sonorex Digitec, Nemčija), lij, steklena pipeta; 
• za določanje TPC: spektrofotometer (VWR UV-1600PC, ZDA), tehtnica (Ohaus 
AX224, ZDA), vorteks (IKA MS Minishaker, ZDA), termostatirana vodna kopel 
(Büchi B-490, Švica), epruvete, steklene kivete, pipete volumnov 100 μL, 1 mL 
in 5 mL (Eppendorf, Nemčija), merilne bučke volumnov 100 mL in 1000 mL, 
steklene čaše, stojalo za epruvete; 
• za določanje AOP: spektrofotometer (VWR UV-1600PC, ZDA), tehtnica 
(Ohaus AX224, ZDA), vorteks (IKA MS Minishaker, ZDA), termostatirana 
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vodna kopel (Büchi B-490, Švica), epruvete, steklene kivete, pipete volumnov 
100 μL, 1 mL in 5 mL (Eppendorf, Nemčija; Hirschmann, Nemčija), merilne 
bučke volumnov 100 mL in 1000 mL, steklene čaše, stojalo za epruvete, 
avtomatski čitalec plošč (BMG LABTECH, Nemčija), mikrotitrske ploščice; 
• za določanje kemijske sestave: tekočinski kromatograf UPLC (Agilent 1290 
RRLC, ZDA) opremljen s kvarterno črpalko, samodejnim vzorčevalnikom ter 
termostatirano kolono (Zorbax Eclipse Plus C18 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm 
particle size), Agilent, ZDA), povezano z Agilent 6430 trojnim kvadropol 
MS/MS detektorjem z ESI ionskim virom; 
• za uparevanje izvlečkov: vakuumski koncentrator (SAVANT SPD 2010 
SpeedVac Concentrator, Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA), falkonke; 
• za določanje protimikrobne aktivnosti izvlečkov: pipete volumnov 100 μL, 1000 
μL, 10 mL ter multikanalna pipeta volumna 100 μL (Eppendorf, Nemčija), 
nastavki za pipete, mikrotitrske plošče, petrijevke, cepilne zanke, plinski 
gorilnik, epice volumnov 1,5 mL, 2 mL ter 5 mL, ultrazvočna kopel (Iskra, 
Slovenija), tehtnica (Kern, Nemčija), laboratorijske steklenice, steklene 
epruvete, stresalnik za mikrotitrske plošče (Eppendorf Thermomixer Comfort, 
Nemčija), ladjica za tehtanje, žlička, kapalka, merilni valj volumna 100 mL, 
avtoklav (Kambič, Slovenija), inkubator (Kambič, Slovenija), stojalo za epice 
ter za epruvete, vorteks, spektrofotometer (Perkin Elmer Lambda Bio +, 
Anglija), vatenke, plastične kivete; 
• druga laboratorijska oprema: hladilnik, računalnik, centrifuga (Rotofix 32 A, 
Hettich, Nemčija). 
3.3 METODE DELA 
3.3.1 Priprava rastlinskih izvlečkov za določanje optimalnih pogojev ekstrakcije 
Rastlinske izvlečke smo pripravili z uporabo dveh nekonvencionalnih metod ekstrakcije 
(MAE in ASE) ter eno konvencionalno metodo ekstrakcije (refluksna ekstrakcija). 
Ekstrakcijo z mikrovalovi ter klasično refluksno ekstrakcijo smo zaradi razmer izvedli v 
mesecu marcu, medtem ko pospešeno ekstrakcijo v mesecu septembru. 
3.3.1.1 Ekstrakcija z mikrovalovi (MAE) 
Vzorce smo pripravili tako, da smo v celico za MAE zatehtali ~1 g rastlinskega 
materiala, dodali 40 mL topila ter magnetno mešalo, s katerim smo omogočili stalen stik 
med površino vzorca in topilom. Pogoji ekstrakcije so bili naslednji:  
• T = 40 °C/60 °C/80 °C,  
• t izpostavljenosti mikrovalovom = 5 min/10 min, 
• moč mikrovalov: 300 W/600 W.  
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Po ekstrakciji smo vzorce prefiltrirali skozi filtrirni papir v 50 mL merilno bučko, s 
topilom dopolnili ter vzorce prelili v označene falkonke. Izvlečke smo do nadaljnjih 
analiz hranili v hladilniku. 
 
Slika 3: Vzorci rastlinskih izvlečkov, pripravljeni z ekstrakcijo z mikrovalovi (MAE) 
3.3.1.2 Pospešena ekstrakcija (ASE) 
Za pripravo vzorcev smo zatehtali ~1 g rastlinskega materiala, ga zmešali z diatomejsko 
zemljo ter prenesli v celico za pospešeno ekstrakcijo, v katero smo predhodno vstavili 2  
celulozna filtra. Ekstrakcijska topila smo pred pričetkom ekstrakcije odzračili v 
ultrazvočni kopeli. Ekstrakcija je potekala pod naslednjimi pogoji: 
• p = ±10 MPa, 
• T = 110 °C,  
• tstatični = 10 min, 
• število ciklov: 4, 
• volumen izpiranja = 50 %, 
• čas prečiščevanja z dušikom = 30 s. 
Po končani ekstrakciji smo izvleček prelili v merilno 
bučko in dopolnili s topilom do oznake (če je bilo 
izvlečka < 50 mL, smo dopolnili do oznake 50 mL, če 
smo dobili več kot 50 mL izvlečka, smo dopolnili do 
oznake 60 mL). Izvlečke smo v označenih falkonkah 
shranili v hladilniku do uporabe. 
Slika 4: Vzorca rastlinskih 
izvlečkov, pripravljena s 
pospešeno ekstrakcijo (ASE) 
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3.3.1.3 Refluksna ekstrakcija 
V erlenmajerico s steklenim obrusom smo zatehtali ~1 g rastlinskega materiala in dodali 
40 mL topila. Erlenmajerico smo namestili pod povratni hladilnik in segrevali nad 
plamenom. Čas ekstrakcije je bil 20 min od pričetka vrenja. Nato smo izvleček 
prefiltrirali skozi filtrirni papir v 50 mL merilno bučko, s topilom dopolnili do oznake 
ter prelili v označeno falkonko. Izvlečke smo do uporabe hranili v hladilniku. 
3.3.2 Določanje skupnih fenolnih spojin (TPC) po metodi Folin-Ciocalteu 
Postopek določanja TPC smo izvedli po Shortle in sod. (2014). V stekleno epruveto 
smo odpipetirali 100 μL izvlečka (ustrezne redčitve), 200 μL Folin-Ciocalteu reagenta 
in 2 mL destilirane vode. Po 3 min smo dodali 1 mL 20 % nasičene raztopine 
natrijevega karbonata (Na2CO3) in premešali na vorteksu. Sledilo je termostatiranje v 
vodni kopeli (25 min, 50 °C). Absorbance vzorcev smo merili pri valovni dolžini 765 
nm. Slepi vzorec je namesto izvlečka vseboval destilirano vodo. 
Za pripravo umeritvene krivulje smo v 100 mL merilno bučko zatehtali 0,5 g galne 
kisline in jo raztopili v 10 mL 96 % etanola ter dopolnili do oznake z destilirano vodo. 
Iz tako pripravljene standardne raztopine galne kisline smo pripravili redčitve v 
koncentracijah 50, 100, 150, 250 in 500 mg/L. Od vsake razredčitve smo odpipetirali 
100 μL in postopali enako, kot je opisano zgoraj pri postopku določanja TPC, le da smo 
namesto izvlečka dodali galno kislino. Iz izmerjenih vrednosti absorbanc za galno 
kislino smo v programu Microsoft Office Excel narisali umeritveno krivuljo in določili 
enačbo premice na podlagi katere smo izračunali koncentracije TPC v izvlečkih. Glede 
na dobljene rezultate se enačba umeritvene krivulje glasi: 
                                               y = 0,0035 · x (R2 = 0,9995)                                       … (1) 
pri čemer je y = A765 nm in x = γgalna kislina [mg/L]. 
Pri izračunu smo upoštevali faktor razredčitve, začetni volumen izvlečka ter zatehto 
vzorca. Rezultate smo izrazili v mg ekvivalenta galne kisline (GAE)/100 g suhe snovi 
vzorca kot povprečno vrednost dveh meritev. 
Na podlagi statistično obdelanih rezultatov metode določanja skupnih fenolnih spojin v 
izvlečkih, smo za vsak rastlinski material pripravili nov izvleček pod optimalnimi 
pogoji ekstrakcije v večji količini. Na novo pripravljenima izvlečkoma smo testirali 
biološko aktivnost. Glede na naslov magistrske naloge bi bilo smiselno testirati 
aktivnost izvlečkov, pripravljenih po optimalnih pogojih za posamezno metodo 
ekstrakcije, vendar smo zaradi časovnih omejitev predpostavili, da tako antioksidativna 
kot tudi protimikrobna aktivnost sledita trendu vsebnosti skupnih fenolov na način, da 
se z večjo vsebnostjo fenolnih spojin povečuje tudi biološka aktivnost. 
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3.3.3 Priprava rastlinskih izvlečkov pod optimalnimi pogoji ekstrakcije 
3.3.3.1 Priprava izvlečka listov koprive po metodi ASE 
Zatehtali smo ~4 g zmletega rastlinskega materiala, ga zmešali z diatomejsko zemljo ter 
prenesli v celico za ASE. Ekstrakcijsko topilo (30 % aceton) smo pred pričetkom 
ekstrakcije odzračili v ultrazvočni kopeli. Ekstrakcija je potekala pod naslednjimi 
pogoji: 
• p = ±10 MPa, 
• T = 110 °C, 
• tstatični = 10 min, 
• število ciklov: 4, 
• volumen izpiranja = 50 %, 
• čas prečiščevanja z dušikom = 30 s. 
Ekstrakcijo smo izvedli v 13 ponovitvah, da smo dobili približno 500 mL izvlečka, 
katerega smo prelili v merilno bučko volumna 500 mL in dopolnili do oznake s 30 % 
acetonom. Del izvlečka smo prelili v 50 mL falkonko ter ga shranili v hladilniku do 
nadaljnih analiz (določanje TPC, AOP ter kemijske sestave). Iz preostalega izvlečka 
smo s pomočjo vakuumskega koncentratorja odstranili topilo. Odstranjevanje topila je 
potekalo pri naslednjih pogojih: T = 50 °C, vacuum level = 10 Torr, vacuum ramp rate 
= 3. 
3.3.3.2 Priprava izvlečka semen koromača po metodi refluks 
V erlenmajerico z obrusom smo zatehtali ~8 g zmletega rastlinskega materiala in dodali 
40 mL ekstrakcijskega topila (30 % aceton). Nato smo erlenmajerico namestili pod 
povratni hladilnik in segrevali nad plamenom. Čas ekstrakcije je bil 20 min od pričetka 
vrenja. Ekstrakcijo smo izvedli v 11 ponovitvah, da smo dobili približno 500 mL 
izvlečka. Nato smo izvlečke centrifugirali (500 rpm, 15 min), prefiltrirali v merilno 
bučko volumna 500 mL ter napolnili do oznake s 30 % acetonom. Del izvlečka smo 
prelili v 50 mL falkonko ter ga shranili v hladilniku pri T = ~ 4 °C do nadaljnih analiz 
(določanje TPC, AOP ter kemijske sestave). Iz preostalega izvlečka smo s pomočjo 
vakuumskega koncentratorja odstranili topilo. Uparevanje je potekalo pri naslednjih 
pogojih: T = 50 °C, vacuum level = 10 Torr, vacuum ramp rate = 3. 
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3.3.4 Določanje antioksidativnega potenciala (AOP) 
3.3.4.1 Določanje AOP po metodi DPPH 
Postopek določanja AOP smo izvedli po Nuengchamnong in sod. (2009). V epruveto 
smo odpipetirali 0,75 mL izvlečka (ustrezne razredčitve) in 1,5 mL 0,2 mM raztopine 
DPPH. Slepi vzorec je predstavljalo 2,25 mL 100 % metanola. Epruvete z vzorci smo 
postavili za 20 min na temno pri sobni temperaturi. Po koncu inkubacije smo merili 
absorbance pri valovni dolžini 517 nm. 
Za pripravo umeritvene krivulje smo pripravili 1 mM raztopino troloksa tako, da smo 
zatehtali 0,025 g troloksa, ga raztopili v metanolu ter 100 mL merilno bučko dopolnili 
do oznake. Iz 1 mM raztopine troloksa smo pripravili razredčitve v koncentracijah 10, 
25, 50, 100, 125 in 150 μM. V epruveto smo odpipetirali 0,75 mL raztopine troloksa 
določene koncentracije ter 1,5 mL 0,2 mM raztopine DPPH reagenta. Slepi vzorec je 
predstavljalo 2,25 mL 100 % metanola. Epruvete z vzorci smo shranili v temnem 
prostoru pri sobni temperaturi ter po 20 min merili absorbance pri valovni dolžini 517 
nm. Iz izmerjenih vrednosti absorbanc smo s pomočjo programa Microsoft Office Excel 
narisali umeritveno krivuljo. S pomočjo enačbe umeritvene krivulje smo izračunali 
antioksidativni potencial izvlečkov, določen po DPPH metodi. Enačba umeritvene 
krivulje se glasi: 
                                        y = -0,008 · x + 1,3476 (R2 = 0,9948)                               … (2) 
pri čemer je y = A vzorca pri 517 nm ter x = ekvivalent troloksa (TE) [μM]. Rezultat 
smo izrazili v μmol TE/g suhe snovi vzorca kot povprečno vrednost dveh merjenj. 
3.3.4.2 Določanje AOP po metodi FRAP 
Metodo smo izvedli po Benzie in Strain (1996) z nekaj modifikacijami. V epruvete smo 
odpipetirali 240 μL destilirane vode, 80 μL izvlečka (ustrezne redčitve) in 2080 μL 
reagenta FRAP, dobro premešali na vorteksu in 5 min termostatirali v vodni kopeli na 
37 °C. Slepi vzorec je namesto izvlečka vseboval destilirano vodo. Po 5 min 
termostatiranja smo merili absorbance vzorcev pri valovni dolžini 593 nm. 
Za pripravo umeritvene krivulje smo iz pripravljene 2 mM raztopine troloksa pripravili 
razredčitve (z destilirano vodo) tako, da smo dobili koncentracije 25, 100, 125, 250, 500 
in 1000 μmol/L. Nato smo v epruvete odpipetirali 240 μL destilirane vode, 80 μL 
raztopine standarda troloksa (ustrezne redčitve) ter 2080 μL reagenta FRAP. Sledilo je 
mešanje na vorteksu in termostatiranje pri 37 °C, 5 min. Slepi vzorec je namesto 
raztopine troloksa vseboval destilirano vodo. Absorbance smo merili pri valovni dolžini 
593 nm. Iz izmerjenih vrednosti smo v programu Microsoft Office Excel narisali 
umeritveno krivuljo.  
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Enačba umeritvene krivulje se glasi: 
                                                y = 0,0014 · x (R2 = 0,9995)                                      … (3) 
Pri čemer y predstavlja vrednost absorbance pri valovni dolžini 593 nm, x pa ekvivalent 
troloksa (TE) [μmol/L]. 
S pomočjo enačbe umeritvene krivulje smo določili antioksidativni potencial izvlečkov, 
izmerjen po metodi FRAP, ter ga izrazili kot μmol TE/g suhe snovi vzorca kot 
povprečno vrednost dveh meritev. 
3.3.4.3 Določanje AOP po metodi ORAC 
Analiza ORAC je bila izvedena v Laboratoriju za procese sušenja in spremljanje 
stabilnosti biološko aktivnih spojin v Zadru po postopku, kot so ga opisali Prior in sod. 
(2005) ter Bender in sod. (2014) z nekaj modifikacijami. ORAC vrednosti so bile 
določene prvotno pripravljenim izvlečkom, ne pa tudi na novo pripravljenima 
izvlečkoma. Radikal 2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH), raztopina 
fluorescina (70,3 nM), troloks v 6 različnih redčitvah (3,12 – 103,99 μM) ter ustrezne 
razredčitve izvlečkov so bili pripravljeni v 75 mM fosfatnem pufru (pH 7,0). V vsako 
luknjico na mikrotitrski plošči s 96 luknjicami smo odpipetirali 150 μL raztopine 
fluorescina, ter 25 μL izvlečka (ustrezne redčitve) ter ploščico inkubirali (37 °C, 30 
min). Po inkubaciji smo vsakih 90 s (do konca trajanja meritev – 120 min) spremljali 
intenziteto fluorescence (λvzbujanja 485 nm, λemisije 528 nm), in po prvih treh ciklih dodali 
25 μL sveže pripravljenega radikala AAPH (240 mM), da smo sprožili nastanek 
peroksilnih radikalov. Različne redčitve troloksa (25 μL) so predstavljale referenčni 
standard, 75 mM fosfatni pufer (pH 7,0; 25 μL) pa slepi vzorec. Rezultate smo izrazili v 
μM troloks ekvivalenta (TE) na 1 g suhe snovi vzorca na podlagi ene meritve. Za 
določanje vrednosti ORAC je bil uporabljen avtomatski čitalec plošč, rezultati so bili 
analizirani v programu Mars 2.0 software. 
3.3.5 Določanje kemijske sestave izvlečkov z UPLC-MS/MS 
Analiza kemijske sestave je bila izvedena z UPLC-MS/MS v Laboratoriju za procese 
sušenja in spremljanje stabilnosti biološko aktivnih spojin v Zadru. Izvedba analize je 
temeljila na metodi, ki so jo objavili Serra in sod. (2011) z nekaj spremembami v sestavi 
topila.  Kemijska sestava je bila določena prvotno pripravljenim izvlečkom, ne pa tudi 
na novo pripravljenima izvlečkoma. Pogoji kromatografije so bili naslednji:  
• Kolona: Zorbax Eclipse Plus C18, 1,8 µm (100 × 2,1 mm I.D.), 
• Temperatura kolone: 35 °C, 
• Mobilna faza: topilo A (0,1 % mravljična kislina v destilirani vodi), topilo B 
(0,1 % mravljična kislina v acetonitrilu), 
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• Detektor: MS/MS trojni kvadropol, 
• Ionski izvor: ESI, 
• MS parametri: temperatura plina 300 °C, pretok dušika 11 L/h, nebulizer 40 psi, 
pozitivna/negativna napetost na kapilari: +4000 V/-3500 V, 
• Masni detektor: dMRM (dynamic multiple reactions monitoring) mode (m/z 100 
– 1000), 
• Čas trajanja: 12,5 min, 
• Injektirani volumen: 2,5 μL, 
• Gradientno eluiranje (Preglednica 2): 
Preglednica 2: Program eluiranja za UPLC-MS/MS 
t [min] Topilo A Topilo B Pretok [mL/min] 
0 95 5 0,35 
10 65 35 0,35 
10,1 20 80 0,35 
11 20 80 0,35 
11,1 95 5 0,35 
12,5 95 5 0,35 
 
Identifikacija fenolnih spojin je temeljila na primerjavi retencijskega časa ter vrednosti 
m/z prekurzorskih in fragmentnih ionov spojin in standardov. Kvantitativne vrednosti 
spojin smo določili s pomočjo površin pikov ter primerjave z umeritvenimi krivuljami 
pripadajočih standardov. Enačbe umeritvenih krivulj so predstavljene v Preglednici 3.  
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Identificirane spojine s pomočjo referenčnega standarda 
kvercetin-3-
glukozid 
y = 1580 · x kvercetin pentozid, izoramnetin heksosid 1, izoramnetin heksosid 




y = 217,43 · x kemferol 3-O-rutinozid, kemferol-pentozil-heksosid, kemferol 3-
O-glukozid, kemferol-ramnozid, kemferol-pentozid, kemferol, 
kemferol-3-rutinozid, kemferol-3-O-glukuronid, kemferol-3-
glukozid 
kavna kislina y = 1282 · x kavna kislina 
epikatehin y = 221,99 · x epikatehin 
ferulna kislina y = 44,403 · x ferulna kislina 
galna kislina y = 203,67 · x galna kislina, protokatehujska kislina, gentinska kislina, p-
hidroksibenzojska kislina, p-hidroksibenzojska kislina-O-glukozid 
klorogenska 
kislina 
y = 3410,5 · x derivati dikafeoilkina kisline, derivat 1 kafeoilkina kisline, derivat 
2 kafeoilkina kisline, 5-kafeoilkina kislina, 3-kafeoilkina kislina 
p-kumarna kislina y = 198,3 · x p-kumarna kislina 
epigalokatehin 
galat 
y = 355,6 · x epigalokatehin galat 
rutin y = 153,45 · x rutin, kvercetin-acetil-rutinozid, izoramnetin 3-O-rutinozid 
epikatehin galat y = 218,67 · x epikatehin galat 
miricetin y = 90,266 · x miricetin 
apigenin y = 198,43 · x apigenin 7-O-glukozid, apigenin, apigenin-7-O-glukuronid 
luteolin y = 494,98 · x luteolin 
kina kislina y = 1409,6 · x kina kislina, derivat 1 feruloilkina kisline, derivat 2 feruloilkina 
kisline, derivat p-kumaroilkina kisline 
eskuletin y = 1391,7 · x eskuletin, eskuletin glukozid 
rožmarinska 
kislina 
y = 2022,5 · x rožmarinska kislina 
cimetna kislina y = 63,139 · x cimetna kislina 
V enačbi y predstavlja površino pika (A), x pa koncentracijo identificirane spojine v 
mg/L. Dobljene vrednosti smo nato s pomočjo zatehte vzorca ter volumna izvlečka 
preračunali na mg/100 g suhe snovi vzorca. 
3.3.6 Določanje protimikrobne učinkovitosti izvlečkov 
3.3.6.1 Priprava osnovnih in delovnih raztopin izvlečkov 
Osnovni raztopini izvlečkov smo pripravili tako, da smo v 1,5 mL epico zatehtali 
ustrezno količino suhega izvlečka ter dodali toliko 100 % DMSO, da smo dobili 
koncentracijo posameznega pripravka 100 mg/mL.  
Delovni raztopini izvlečkov smo pripravili v bujonu (TSB oz. MEB) v koncentraciji 8 
mg/mL. 
3.3.6.2 Revitalizacija delovnih mikroorganizmov in priprava inokuluma 
Zamrznjene seve smo s cepilno zanko prenesli na agarske plošče ter inkubirali pri 30 °C 
(P. fragi – 24 h; P. anomala, C. albicans – 48 h) oz. pri 37 °C (S. aureus, L. innocua, E. 
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coli – 24 h). Po inkubaciji smo z vatenko prenesli kulturo v 4 mL fiziološke raztopine 
tako, da smo dobili spektrofotometrično izmerjeno optično gostoto (OD) pri valovni 
dolžini 600 nm 0,090 – 0,110 (za bakterije) oz. 0,170 – 0,200 (za kvasovke). Nato smo 
50 μL te suspenzije odpipetirali v 4,95 mL bujona (TSB oz. MEB), da smo dobili 
koncentracijo delovne kulture cca. 105 CFU/mL. Točno število delovnih kultur smo 
določili z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču TSA oz. MEA tako, da smo 
pripravljen inokulum redčili po Kochu do 10-3 ter iz vsake redčitve in inokuluma 
nacepili po 10 μL na agar (v treh ponovitvah), inkubirali (30 °C oz. 37 °C, 24 h) ter po 
inkubaciji prešteli kolonije. Točno število delovnih kultur (N) smo izračunali po enačbi: 
N =
∑C
(n1+ 0,1 ⋅ n2) ⋅ R
                                           … (4) 
Pri čemer je ∑C vsota vseh kolonij, n1 število paralel pri prvi upoštevani razredčitvi, n2 
število paralel pri drugi upoštevani razredčitvi in R razredčitveni faktor prve števne 
razredčitve. Rezultat smo izrazili kot CFU/mL. 
3.3.6.3 Mikrodilucijska metoda v bujonu 
Z mikrodilucijsko metodo v bujonu smo določali vrednosti MIK izvlečkov za testne 
mikroorganizme. Metodo smo izvedli tako, kot so jo opisali Klančnik in sod. (2010). 
Izvlečka smo testirali v koncentracijah od 4 mg/mL do 0,0625 mg/mL. Dvakratne 
redčitve smo pripravili v bujonu (TSB, MEB). Analize smo izvedli v treh tehničnih in 
dveh bioloških ponovitvah. 
Mikrodilucijo smo izvedli v mikrotitrskih ploščicah s 96 sterilnimi mesti. V prve vrstice 
smo odpipetirali po 100 μL delovne raztopine izvlečka s koncentracijo 8 mg/mL. V 
ostale vrstice smo odpipetirali po 50 μL bujona (TSB, MEB). Nato smo iz prve vrstice 
prenesli po 50 μL delovne raztopine v drugo vrstico in 8-krat premešali. Nato smo 
prenesli po 50 μL delovne raztopine z bujonom v naslednjo vrstico in tako nadaljevali 
do končne vrstice. Iz zadnje vrstice smo po 50 μL suspenzije zavrgli. S tem smo izvedli 
dvakratno redčenje, kar pomeni, da je bila v prvi vrstici koncentracija protimikrobne 
snovi 4 mg/mL, v vsaki naslednji pa se je koncentracija protimikrobne snovi 
prepolovila. V vsako luknjico smo nato dodali še po 50 μL inokuluma. Za pozitivno 
kontrolo smo odpipetirali po 50 μL bujona (TSB, MEB) in po 50 μL inokuluma, 
negativna kontrola pa je vsebovala 100 μL bujona (TSB, MEB). Pripravili smo še 
negativne kontrole za izvlečka, pri čemer smo pripravili dvakratne redčitve delovnih 
raztopin pripravkov, namesto inokuluma pa smo dodali po 50 μL bujona (TSB, MEB). 
Mikrotitrske ploščice smo premešali na stresalniku mikrotitrskih ploščic (600 rpm, 1 
min) in inkubirali (30 °C oz. 37 °C, 24 h). Po inkubaciji smo v vsako luknjico dodali po 
20 μL reagenta INT, mikrotitrske ploščice premešali na stresalniku mikrotitrskih ploščic 
(600 rpm, 1 min) ter inkubirali (30 °C oz. 37 °C, 1 h). Reagent INT je tetrazolijeva sol, 
katero mikroorganizmi ob sprejemanju elektronov iz dehidrogenaze pretvorijo v rdeče 
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obarvani formazan, katerega lahko kolorimetrično določimo. Vrednosti MIK smo 
vizualno odčitali glede na spremembo barve v rdečo. Vrednost MIK je najnižja 
koncentracija, kjer ni vidne rasti mikroorganizma. Kjer je bila vrednost MIK >4 mg/mL 
nismo testirali občutljivosti sevov na višje koncentracije izvlečkov, saj bi bila tako 
vsebnost DMSO v delovni raztopini previsoka. 
3.3.6.4 Določanje minimalnih baktericidnih koncentracij (MBK) in minimalnih 
fungicidnih koncentracij (MFK) 
Vrednost MBK oz. MFK predstavlja najnižjo koncentracijo protimikrobne snovi, ki je 
potrebna za uničenje določene bakterije (MBK) oz. kvasovke (MFK), in ju določamo po 
subkultivaciji na trdnem gojišču, ki ne vsebuje protimikrobne snovi. Vrednosti MBK 
oz. MFK smo določili tako, da smo iz luknjic v mikrotitrski ploščici, kjer smo določili 
vrednost MIK ter višjih koncentracij prenesli po 10 μL vsebine (v 3 ponovitvah) na 
trdno gojišče (TSA, MEA) ter inkubirali (30 °C oz. 37 °C, 24 h). Po inkubaciji smo 
določili vrednosti MBK oz. MFK kot najnižjo koncentracijo protimikrobne snovi, kjer 
ni bilo vidne mikrobne rasti. 
A)  B)  
Slika 5: Določanje vrednosti MIK na mikrotitrski ploščici (A); določanje vrednosti MBK (B)  
3.3.7 Statistična analiza 
Optimalne pogoje ekstrakcije z mikrovalovi na podlagi vrednosti TPC smo določili s 
pomočjo statistične obdelave podatkov. Rezultate smo analizirali v programu Statistica 
11.0 (StatSoft Inc., ZDA). Z analizo variance (ANOVA) in Tukey HSD testa smo 
ugotavljali pomembnost vpliva posameznih spremenljivk in obstoj razlike med njimi. 
Stopnja značilnosti je bila 0,05. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 DOLOČANJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN TER VREDNOSTI ORAC  
IZVLEČKOV 
Z namenom, da bi pridobili izvlečke s čim večjo vsebnostjo fenolnih spojin ter 
posledično s čim večjo biološko aktivnostjo, smo na podlagi vsebnosti skupnih fenolnih 
spojin v izvlečkih določili optimalne pogoje ekstrakcije. Pri ekstrakciji z mikrovalovi 
smo ugotavljali tudi vpliv ekstrakcijskega topila, temperature, časa izpostavljenosti 
mikrovalovom ter moči mikrovalov na ekstrakcijo fenolnih spojin iz vzorcev. Pri 
določanju optimalnih pogojev ekstrakcije smo pri parametrih, ki niso imeli statistično 
pomembnega vpliva, izbrali milejše pogoje ekstrakcije.  
Preglednica 4 prikazuje vpliv ekstrakcijskega topila, temperature ekstrakcije, moči 
mikrovalov ter časa izpostavljenosti mikrovalovom na izkoristek fenolnih spojin pri 
ekstrakciji z mikrovalovi, določen na podlagi povprečnih vrednosti TPC vseh meritev, 
ki se nanašajo na posamezen parameter ekstrakcije. Preglednica 5 prikazuje vrednosti 
TPC in ORAC pri optimalnih pogojih ekstrakcije. 
Preglednica 4: Vpliv različnih parametrov ekstrakcije z mikrovalovi (MAE) na ekstrakcijo fenolnih spojin 
(TPC) iz vzorcev 
Parametri ekstrakcije MAE TPC [mg GAE/100 g s.s.] 
U. dioica L., listi F. vulgare, semena 
Ekstrakcijsko topilo p < 0,05* p < 0,05* 
Voda 1044 ± 7a 491 ± 3b 
30 % etanol 1725 ± 7b 379 ± 3a 
30 % aceton 2013 ± 7c 591 ± 3c 
Temperatura [℃] p < 0,05* p < 0,05* 
40 1321 ± 7a 435 ± 3a 
60 1763 ± 7c 464 ± 3b 
80 1698 ± 7b 561 ± 3c 
Moč mikrovalov [W] p = 0,50 p = 0,16 
300 1597 ± 6a 489 ± 2a 
600 1591 ± 6a 485 ± 2a 
Čas izpostavljenosti mikrovalovom [min] p = 0,16 p < 0,05* 
5 1588 ± 6a 492 ± 2b 
10 1600 ± 6a 482 ± 2a 
Rezultati so izraženi kot povprečje ± standardna napaka. Vrednosti z isto črko znotraj posameznega 
stolpca se statistično ne razlikujejo pri p < 0,05 po Tukey HSD testu. 
*Statistično pomemben vpliv pri 95 % stopnji zaupanja.  
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Preglednica 5: Izkoristek fenolnih spojin (TPC) glede na metodo ekstrakcije (pri optimalnih pogojih 
ekstrakcije) ter pripadajoče vrednosti ORAC 
Metoda 
ekstrakcije 
U. dioica L., listi F. vulgare, semena 
TPC [mg GAE/100 
g s.s.] 
ORAC [μM TE/g 
s.s.] 
TPC [mg GAE/100 
g s.s.] 
ORAC [μM TE/g 
s.s.] 
ASE 3301 ± 171 10,744 798 ± 1 9,723 
MAE 2369 ± 30 9,298 608 ± 5 8,302 
Refluks 2083 ± 84 9,256 860 ± 26 8,380 
Rezultati so izraženi kot povprečje ± standardna napaka. Pogoji ekstrakcij: ASE (30 % aceton, 110 °C, 10 
min, 4 cikli, p = ± 10 MPa), MAE (list koprive: 30 % aceton, 60 °C, 300 W, 5 min; semena koromača: 30 
% aceton, 80 °C, 300 W, 5 min), refluks (30 % aceton, t = 20 min od vrenja). 
Vrednosti TPC so se v odvisnosti od pogojev ter metode ekstrakcije za izvlečke listov 
koprive gibale med 360 ± 15 – 3301 ± 171 mg GAE/100 g s.s., kar je v skladu z 
rezultati Zeñao in sod. (2017), ki so etanolnemu izvlečku listov koprive določili 
vrednost TPC 2585 ± 120 mg GAE/100 g s.s., podobno vrednost so dobili Ince in sod. 
(2012) za vodni izvleček MAE (2464 ± 236 mg GAE/100 g s.s.), prav tako Belščak-
Cvitanović in sod. (2015) – 909 – 3209 mg GAE/100 g s.s. Kruk in sod. (2019) so 
pripravili etanolne izvlečke po metodi ASE (20 – 110 °C) in določili vrednosti TPC 
106,44 – 1199,77 mg GAE/100 g s.s. V nasprotju z našimi rezultati pa so Repajić in 
sod. (2020), ki so izvlečke ASE pripravili pod podobnimi pogoji, določili precej višje 
vrednosti TPC (20,54 – 335,67 mg/100 g s.s.). Kukrić in sod. (2012) so določili 
vrednosti TPC 20837 ± 439 mg GAE/100 g suhega ekstrakta, Ghaima in sod. (2013) pa 
4830 mg GAE/100 g s.s. Proestos in sod. (2006) ter Otles in Yalcin (2012) so 
metanolnemu izvlečku listov koprive določili vrednosti TPC 690 mg GAE/100g s.s. oz. 
762 mg GAE/100 g s.s., kar je nekoliko več, kot smo določili mi s klasično metodo ter z 
ekstrakcijo z mikrovalovi pri temperaturi 40 °C za vodne izvlečke ter manj, kot smo 
določili pri etanolnih ter acetonskih izvlečkih.  
Na MAE ekstrakcijo listov koprive sta imela statistično pomemben vpliv ekstrakcijsko 
topilo in temperatura ekstrakcije, medtem ko čas izpostavljenosti mikrovalovom in moč 
mikrovalov nista imela statistično pomembnega vpliva. Izvlečkom, pri katerih je bila 
temperatura ekstrakcije 40 °C, smo določili vrednosti TPC med 360 ± 15 in 2007 ± 43 
mg GAE/100 g s.s. Vodnim izvlečkom smo v primerjavi z etanolnimi ter acetonskimi 
izvlečki določili več kot 3-krat nižje vrednosti TPC. Z višjo temperaturo ekstrakcije so 
bile vrednosti TPC večje, zlasti pri vodnih izvlečkih. Tudi Lovrić in sod. (2017) 
poročajo, da se je skupno število fenolov v etanolnih MAE izvlečkih črnega trna z višjo 
temperaturo ekstrakcije narastlo, relativno kratki časi ekstrakcije pa so prispevali k 
temu, da se spojine niso razgradile kljub izpostavljenosti visokim temperaturam. 
Izvlečkom, pri katerih je bila ekstrakcijska temperatura 60 °C, smo določili vrednosti 
TPC 1161 ± 25 – 2369 ± 30 mg GAE/100 g s.s., ter izvlečkom, pri katerih je bila 
ekstrakcijska temperatura 80 °C, 980 ± 0 – 2136 ± 36 mg GAE/100 g s.s. 30 % aceton 
se je izkazal kot zelo dobro topilo za ekstrakcijo fenolnih spojin, saj so acetonski 
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izvlečki pri vseh temperaturah ekstrakcije dosegali največje vrednosti TPC. Enako se je 
pokazalo pri ostalih dveh metodah ekstrakcije. Pri klasičnem refluksu so bile vrednosti 
TPC 504 ± 26 – 2083 ±  85 mg GAE/100 g s.s. Vodni izvleček, pridobljen po klasični 
refluksni metodi, je vseboval manj skupnih fenolov kot vodni izvlečki MAE, pri katerih 
je bila temperatura ekstrakcije 60 °C oz. 80 °C, etanolni ter acetonski pa primerljivo. 
Vrednosti TPC izvlečkov ASE so bile 2560 ± 42 – 3301 ± 171 mg GAE/100 g s.s. Na 
podlagi rezultatov statistične analize so bili optimalni pogoji MAE za list koprive 30 % 
aceton, 60 °C, 300 W in 5 min. Če rezultate primerjamo po metodah ekstrakcije, pa je 
optimalna metoda ASE. To je v skladu z ugotovitvami Zeković in sod. (2017), kjer je 
dala metoda SWE, ki je ena izmed oblik ASE, boljše rezultate v primerjavi z MAE in 
UAE. V raziskavi Pietrzak in sod. (2014), kjer so primerjali učinkovitost metod ASE, 
UAE, maceracije, refluksa na ekstrakcijo polifenolov ter flavonoidov iz omele (Viscum 
album subsp. abietis), se je za optimalno prav tako izkazala metoda ASE, v nasprotju z 
našimi rezultati, pa so dosegli boljše rezultate z uporabo vode kot topila v primerjavi z 
organskimi topili (metanol, etanol, aceton). Medtem ko Stanojević in sod. (2016) 
poročajo o boljši ekstrakciji fenolnih spojin s Soxhlet ekstrakcijo v primerjavi z 
nekonvencionalno UAE ekstrakcijo. 
Izvlečkom iz semen koromača smo določili manjše vrednosti TPC kot izvlečkom iz 
listov koprive. Te so se gibale med 237 ± 10 in 860 ± 26 mg GAE/100 g s.s. Hamdy-
Roby in sod. (2013) so v odvisnosti od ekstrakcijskega topila v izvlečkih semen 
koromača določili 260 ± 100 – 340 ± 170 mg GAE/100 g s.s. skupnih fenolov, kar 
ustreza vrednostim, ki smo jih določili v izvlečkih, kjer je bila uporabljena nižja 
ekstrakcijska temperatura. Podobne vrednosti našim so določili Anwar in sod. (2009). 
Ti so v izvlečkih semen koromača določili vrednosti TPC 627 ± 18 – 968 ± 36 mg 
GAE/100 g s.s.  Salami in sod. (2016) so določili vrednosti TPC 23 metanolnim 
izvlečkom semen koromača iz različnih regij Irana ter nekaterih evropskih držav. 
Vrednosti TPC so bile zelo različne od 1400 ± 18 mg TAE/100 g s.s. pa do 26200 ± 91 
mg TAE/100 g s.s., kar je bila posledica vpliva rastnih razmer, podnebja, tal ter 
genotipa rastlin. 
Na izkoristek fenolnih spojin MAE izvlečkov semen koromača so statistično 
pomembno vplivali ekstrakcijsko topilo, temperatura in čas izpostavljenosti 
mikrovalovom, nasprotno kot pri raziskavi, ki so jo izvedli Hayat in sod. (2019), pa moč 
mikrovalov ni imela statistično pomembnega vpliva. Pri temperaturi ekstrakcije 40 °C 
smo acetonskim ter vodnim izvlečkom določili večje vrednosti TPC kot etanolnim 
izvlečkom. Te so znašale 293 ± 4 – 645 ± 15 mg GAE/100 g s.s. Izvlečkom, pri katerih 
je bila temperatura ekstrakcije 60 °C, smo določili vrednosti 237 ± 10 – 706 ± 19 mg 
GAE/100 g s.s., pri ekstrakcijski temperaturi 80 °C pa so bile vrednosti TPC 465 ± 4 – 
667 ± 27 mg GAE/100 g s.s. Pri temperaturi ekstrakcije 80 °C so tudi etanolni izvlečki, 
katerim smo pri nižjih temperaturah ekstrakcije določili nižje vrednosti TPC v 
primerjavi z acetonskimi in vodnimi izvlečki, dosegali vrednosti TPC, primerljive 
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acetonskim izvlečkom. Statistično gledano so bili optimalni pogoji za MAE 30 % 
aceton, 80 °C, 300 W in 5 min. Izmed metod je bil pri klasičnem refluksu izkoristek 
fenolnih spojin največji (427 ± 10 mg GAE/100 g s.s. za vodni izvleček, 862 ± 10 mg 
GAE/100 g s.s. za etanolni izvleček ter 860 ± 26 mg GAE/100 g s.s. za acetonski 
izvleček). Izvlečkom, pridobljenim s pospešeno ekstrakcijo, smo določili vrednosti TPC 
648 ± 7 – 798 ± 1 mg GAE/100 g s.s. Tako za ekstrakcijo spojin iz listov koprive kot iz 
semen koromača se je kot ekstrakcijsko topilo najbolje obnesel 30 % aceton.  
Za koprivo so bili takšni rezultati pričakovani, za koromač pa na prvi pogled neobičajni, 
vendar, če upoštevamo, da je struktura semen koromača čvrstejša v primerjavi s 
strukturo listov koprive, ni nenavadno, da le-ta za izolacijo bioaktivnih spojin zahtevajo 
intenzivnejše pogoje ekstrakcije.  Do podobnih zaključkov so prišli Leal in sod. (2011), 
kjer so s klasično Soxhlet ekstrakcijo določili boljši izkoristek ekstrakcije semen 
koromača v primerjavi z nekonvencionalno metodo ekstrakcije (UAE). Nasprotno pa so 
Akhtar in sod. (2020) z MAE ekstrakcijo semen koromača v krajšem času dobili večji 
izkoristek v primerjavi s Soxhlet ekstrakcijo ter maceracijo, MAE izvlečki pa so imeli 
tudi boljšo protimikrobno ter antioksidativno aktivnost. Rodriguez-Solana in sod. 
(2013) so s Soxhlet ekstrakcijo izolirali več spojin iz semen koromača v primerjavi z 
ASE ekstrakcijo, vendar med ekstrakcijama praktično ni bilo razlike v koncentraciji 
glavne spojine. Zato ter tudi zaradi krajšega časa ekstrakcije ter manjše porabe topil za 
ekstrakcijo spojin iz semen koromača bolj priporočajo ASE.  
Izvlečkom smo določili tudi antioksidativni potencial (ORAC). Vrednosti ORAC so 
znašale 7,770 – 10,998 μM TE/g s.s. za izvlečke listov koprive ter 7,641 – 11,626 μM 
TE/g s.s. za izvlečke semen koromača. ORAC vrednosti so bile v povprečju nekoliko 
višje v izvlečkih listov koprive kot v izvlečkih semen koromača, razlike med 
vrednostmi pa niso bile tako velike kot TPC vrednosti, prav tako trend naraščanja 
antioksidativnega potenciala z naraščajočimi TPC vrednostmi ni bil očiten. Repajić in 
sod. (2020) so izvlečkom listov koprive določili vrednosti ORAC 2,42 ± 0,04 – 22,07 ± 
0,03 mmol TE/100 g s.s., kar je višje od naših vrednosti, so bile pa tudi vrednosti TPC 
višje od naših. ASE izvlečkom so določili večji antioksidativni potencial kot UAE 
izvlečkom. Moser in sod. (2014) so eteričnemu olju semen koromača določili nekoliko 
višje vrednosti ORAC v primerjavi z našimi ekstrakti (11,2 – 20,6 μM TE/g). 
4.2 KEMIJSKA SESTAVA IZVLEČKOV 
V izvlečkih listov koprive smo identificirali 27 različnih spojin, ki jih glede na strukturo 
uvrščamo v naslednje skupine: 
• fenolne kisline: 
o benzojske kisline: galna, protokatehujska, p-hidroksibenzojska in 
gentinska kislina; 
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o hidroksicimetne kisline: cimetna, p-kumarna, ferulna in kavna kislina; 
o ostale fenolne kisline: kina kislina; 
• flavonoidi in njihovi glikozidi: 
o flavonoli: rutin, kvercetin-acetil-rutinozid, izoramnetin 3-O-rutinozid, 
kemferol 3-O-rutinozid, kemferol-pentozil-heksosid, kemferol 3-O-
glukozid, kemferol-ramnozid, kemferol-pentozid, miricetin, kemferol; 
o flavan-3-oli: epigalokatehin galat, epikatehin galat, epikatehin; 
o flavoni: apigenin 7-O-glukozid, luteolin, apigenin; 
o kumarini: eskuletin, umbeliferon. 
V izvlečkih semen koromača smo identificirali 21 različnih spojin in jih razvrstili v 
skupine: 
• fenolne kisline: 
o benzojske kisline in derivati: p-hidroksibenzojska kislina-O-glukozid; 
o hidroksicimetne kisline in derivati: rožmarinska kislina, 5-kafeoilkina 
kislina, 3-kafeoilkina kislina, derivati dikafeoilkina kisline, derivat 
kafeoilkina kisline (derivat 1 in derivat 2), derivat feruloilkina kisline 
(derivat 1 in derivat 2), derivat p-kumaroilkina kisline; 
• flavonoidi in njihovi glikozidi: 
o flavonoli: rutin, kemferol-3-rutinozid, izoramnetin heksosid (1 in 2), 
kvercetin-3-O-glukuronid, kvercetin heksosid, kvercetin-3-glukozid, 
kemferol-3-O-glukuronid, kemferol-3-glukozid; 
o flavoni: apigenin-7-O-glukuronid; 
o kumarini: eskuletin glukozid. 
Sestavo izvlečkov koprive ter koromača s koncentracijami spojin (mg/100 g s.s.) 
prikazujejo preglednice 6-11.  
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Preglednica 6: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v vodnih izvlečkih listov koprive v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12 VA VR 
Kvercetin-acetil-rutinozid 8,55 12,14 9,56 12,70 8,89 12,98 8,81 11,33 12,85 9,75 11,56 14,94 16,15 9,36 
Izoramnetin 3-O-rutinozid 2,14 2,15 1,47 4,56 1,00 0,72 1,39 5,33 2,08 1,37 1,36 1,86 3,26 0,74 
Rutin 1,22 2,02 6,43 4,85 4,59 1,07 1,16 7,17 1,59 4,03 1,65 2,18 9,05 1,46 
Kemferol 3-O-rutinozid 3,32 4,59 2,39 4,72 2,71 3,42 4,03 9,23 4,21 3,32 7,53 6,98 13,61 3,86 
Kemferol-pentozil-heksosid 1,60 1,38 1,46 2,53 0,64 1,95 nd 2,80 1,47 1,46 1,39 2,47 2,08 0,75 
Epigalokatehin galat 2,78 3,50 6,28 5,02 3,32 4,39 5,18 3,68 3,42 2,11 3,85 2,90 3,74 3,41 
Kemferol 3-O-glukozid 4,89 2,89 3,65 12,90 10,61 3,56 5,54 1,08 5,52 4,75 4,36 1,86 11,77 2,24 
Epikatehin galat 1,31 1,48 6,45 24,29 3,13 2,40 22,74 4,19 3,73 4,48 1,78 1,69 3,42 6,70 
Apigenin 7-O-glukozid 1,91 1,24 2,13 1,59 1,95 1,41 3,89 1,42 5,30 2,97 1,64 2,48 5,28 1,63 
Kemferol-ramnozid 6,01 6,49 6,31 1,63 5,75 1,81 6,29 8,85 1,81 2,08 2,64 1,95 5,47 1,30 
Kemferol-pentozid 0,67 nd 8,19 8,11 8,01 3,28 2,35 8,96 7,15 7,44 5,32 1,07 1,95 2,81 
Miricetin 5,50 9,15 13,97 4,36 14,73 16,59 4,12 7,72 12,96 7,99 13,13 3,55 9,06 2,92 
Epikatehin 3,23 2,94 4,92 2,67 7,51 8,43 5,56 3,91 7,11 2,94 3,46 3,24 17,10 16,30 
Luteolin 5,16 3,46 0,38 1,31 4,79 0,50 0,17 10,61 1,11 6,18 2,87 6,74 8,56 1,29 
Apigenin 5,93 2,28 8,63 19,32 1,42 4,18 4,64 13,82 2,01 15,42 2,45 1,81 2,67 13,65 
Kemferol 110,71 93,37 100,45 98,79 134,37 103,42 135,61 88,14 95,34 94,82 91,69 99,69 124,32 95,19 
Ferulna kislina 8,34 6,31 22,65 15,87 5,81 3,37 13,83 18,98 2,92 9,87 2,63 10,32 21,21 4,03 
Kina kislina 1,43 1,77 1,11 3,15 1,67 2,23 1,14 0,89 5,36 1,32 2,94 2,13 1,89 9,97 
Kavna kislina 10,79 53,58 2,06 51,95 15,41 0,98 4,21 13,71 1,54 7,42 nd nd 5,92 0,29 
Eskuletin 5,80 5,83 2,85 2,06 8,18 4,62 3,79 3,92 3,91 7,05 7,53 6,96 7,36 5,07 
Galna kislina 5,75 9,56 10,49 9,35 6,02 8,36 8,51 6,05 7,33 7,03 7,47 3,80 3,15 7,78 
p-kumarna kislina 5,67 3,12 4,30 5,42 8,10 4,66 4,87 3,19 3,34 11,60 10,81 4,08 5,58 5,99 
Umbeliferon 1,04 0,40 3,69 2,13 0,75 1,06 1,12 0,61 1,36 1,11 0,76 3,08 4,36 0,65 
Protokatehujska kislina 3,38 17,04 2,41 3,82 108,28 19,48 18,90 36,71 31,22 33,44 19,73 6,05 21,73 12,64 
Gentinska kislina 2,85 15,40 4,87 4,65 1,44 23,48 24,63 39,17 35,40 29,18 23,71 7,62 9,28 12,10 
Cimetna kislina 97,10 125,50 121,10 121,07 96,55 158,43 153,20 102,83 89,04 89,12 146,14 134,37 72,05 140,09 
p-hidroksibenzojska kislina 12,01 6,20 17,01 6,54 9,57 19,92 9,48 11,98 8,34 17,25 12,12 7,19 12,43 7,61 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (V – voda), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 300 W + 
5 min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks. 
nd – ni detektirano 
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Preglednica 7: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v etanolnih izvlečkih listov koprive v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 EA ER 
Kvercetin-acetil-rutinozid 10,05 8,94 9,70 14,19 11,81 12,63 12,24 12,34 10,26 12,02 13,76 11,56 15,03 9,15 
Izoramnetin 3-O-rutinozid 4,14 2,87 1,16 8,84 1,69 5,21 2,84 1,09 4,17 1,75 5,13 2,41 5,67 3,23 
Rutin 12,64 20,60 27,50 17,74 3,29 1,98 4,71 1,53 3,53 2,56 3,34 9,34 15,19 5,24 
Kemferol 3-O-rutinozid 3,26 5,76 2,21 1,03 4,14 6,81 3,71 3,56 7,10 6,11 8,31 6,86 3,97 4,45 
Kemferol-pentozil-heksosid 2,53 3,35 2,08 2,88 2,82 3,06 3,33 4,78 2,37 3,27 5,51 2,19 2,93 3,86 
Epigalokatehin galat 3,93 2,65 2,13 6,10 2,53 2,53 3,32 4,51 5,50 4,95 1,89 3,52 4,21 3,71 
Kemferol 3-O-glukozid 5,45 1,71 7,28 3,49 3,85 10,19 2,48 15,29 4,80 1,71 5,00 2,48 18,20 1,39 
Epikatehin galat 18,62 20,21 16,49 24,63 17,78 1,00 19,42 18,99 4,47 1,48 2,10 22,17 5,21 3,50 
Apigenin 7-O-glukozid 0,70 1,70 1,95 10,07 1,95 4,56 2,10 9,17 1,75 2,08 1,80 1,47 11,20 5,58 
Kemferol-ramnozid 3,08 4,19 1,89 6,28 2,70 4,18 0,87 4,80 7,70 2,45 2,22 7,89 11,18 2,03 
Kemferol-pentozid 3,49 3,03 3,10 1,27 0,59 7,22 9,05 8,34 6,92 4,96 1,98 0,87 1,70 8,17 
Miricetin 6,65 3,35 3,85 8,24 3,15 16,35 2,80 14,13 16,89 2,81 8,08 24,38 2,84 20,29 
Epikatehin 4,40 2,99 7,13 5,69 20,54 7,68 2,97 4,73 17,16 7,79 12,50 4,71 5,37 6,48 
Luteolin 2,80 5,84 4,62 6,73 5,88 0,15 7,37 1,21 8,01 1,44 10,24 0,28 0,06 0,33 
Apigenin 11,92 4,52 4,52 16,58 1,90 7,29 5,39 2,03 8,38 2,51 29,76 12,80 4,18 17,53 
Kemferol 82,09 108,04 91,42 83,18 98,73 85,07 100,99 104,83 81,14 85,47 68,68 103,00 110,44 75,15 
Ferulna kislina 8,71 3,57 3,02 23,53 8,16 9,51 12,95 6,74 6,04 2,91 15,13 13,02 14,63 16,54 
Kina kislina 13,83 15,22 14,77 14,14 10,63 10,54 11,22 11,10 9,52 8,38 4,71 9,77 17,76 6,33 
Kavna kislina nd 8,97 3,97 4,66 0,94 51,20 nd 4,79 4,98 2,35 42,09 47,00 0,48 14,87 
Eskuletin 4,55 1,71 4,35 4,82 2,10 1,54 0,82 2,25 1,56 3,37 3,95 2,78 1,05 4,42 
Galna kislina 5,19 5,86 5,72 5,15 5,41 4,05 3,99 3,03 4,17 7,08 8,87 1,93 8,31 2,39 
p-kumarna kislina 5,40 2,80 5,40 2,11 18,15 2,81 1,35 11,70 2,63 1,98 9,16 4,36 6,64 4,36 
Umbeliferon 2,73 2,85 3,60 7,40 2,07 3,28 1,25 4,40 3,91 0,65 3,29 1,47 4,18 1,38 
Protokatehujska kislina 4,12 5,89 2,68 4,96 5,72 2,07 3,38 3,66 2,05 3,91 40,96 12,76 11,65 14,28 
Gentinska kislina 2,63 2,43 2,34 5,56 7,91 9,15 9,27 6,19 8,87 2,34 40,43 14,41 5,33 4,14 
Cimetna kislina 153,56 160,61 58,28 139,26 128,61 132,00 0,94 127,53 137,78 144,49 34,75 101,41 113,94 172,39 
p-hidroksibenzojska kislina 34,94 8,34 13,51 10,48 4,52 10,69 10,10 10,45 12,63 12,13 8,38 23,85 21,39 9,46 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (E – 30 % etanol), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 
300 W + 5 min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks. 
nd – ni detektirano 
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Preglednica 8: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v acetonskih izvlečkih listov koprive v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 AA AR 
Kvercetin-acetil-rutinozid 13,55 13,55 13,68 9,20 12,14 8,51 9,26 11,66 11,27 11,70 12,01 11,57 11,19 10,43 
Izoramnetin 3-O-rutinozid 8,09 5,36 4,07 3,42 1,65 3,75 2,96 4,93 2,87 5,57 3,64 2,40 2,63 2,69 
Rutin 18,86 23,96 23,58 22,29 18,68 28,79 26,46 24,74 24,60 14,68 15,78 28,20 42,38 17,56 
Kemferol 3-O-rutinozid 13,03 8,61 2,97 12,62 10,56 3,54 5,95 13,00 4,82 7,55 6,69 10,27 4,94 3,43 
Kemferol-pentozil-heksosid 3,29 2,68 2,90 2,52 3,79 1,32 2,84 2,89 2,48 1,81 3,11 2,40 3,09 3,27 
Epigalokatehin galat 3,29 4,67 4,67 4,39 4,16 1,55 4,52 4,52 1,96 3,19 3,98 1,69 1,76 2,89 
Kemferol 3-O-glukozid 2,08 3,85 1,59 3,14 3,61 0,43 1,93 3,82 8,57 3,54 13,04 1,40 5,29 2,72 
Epikatehin galat 5,15 5,43 2,17 0,74 2,18 1,95 3,38 20,48 1,29 19,60 1,45 3,44 1,76 1,11 
Apigenin 7-O-glukozid 2,10 1,26 6,95 1,85 2,25 5,75 9,10 8,27 7,99 3,63 5,81 2,50 4,39 1,75 
Kemferol-ramnozid 3,33 0,64 1,17 6,17 4,48 3,31 4,31 6,02 4,11 6,04 6,82 2,71 4,22 1,33 
Kemferol-pentozid 8,15 1,39 7,70 5,42 2,49 3,06 6,35 7,66 8,20 5,97 1,97 3,98 2,34 0,46 
Miricetin 8,03 7,30 8,80 3,54 2,59 3,08 15,74 4,27 2,41 3,75 2,86 12,48 4,21 nd 
Epikatehin 3,78 8,02 6,66 15,86 4,45 4,81 14,56 4,63 4,32 3,90 15,66 2,46 30,77 3,34 
Luteolin 1,31 3,67 2,80 5,65 5,40 6,63 1,73 3,67 5,57 0,47 7,04 4,30 0,64 1,93 
Apigenin 1,70 16,05 1,94 10,56 14,07 14,07 14,07 14,07 8,82 2,13 9,90 8,72 15,31 3,58 
Kemferol 125,62 131,35 110,66 106,53 116,13 108,13 92,74 79,50 100,36 90,75 88,95 99,43 107,89 94,03 
Ferulna kislina 12,97 19,29 16,10 16,12 15,22 4,81 16,22 17,03 3,34 10,97 19,27 12,29 4,74 7,28 
Kina kislina 1,89 7,12 6,62 6,88 1,59 0,74 0,84 9,43 7,01 6,83 7,12 9,43 4,02 10,71 
Kavna kislina nd 3,96 2,46 1,56 1,25 nd 3,69 0,65 nd 5,24 1,71 nd 5,97 nd 
Eskuletin 3,11 5,19 2,23 2,32 2,91 3,62 3,12 3,28 1,37 0,99 3,30 1,47 2,91 1,71 
Galna kislina 3,87 4,13 5,84 5,79 9,76 3,39 9,71 3,52 6,55 5,88 6,64 5,02 3,24 5,81 
p-kumarna kislina nd 1,67 13,64 11,52 7,04 9,54 10,70 9,57 3,76 4,86 6,62 1,54 8,07 1,78 
Umbeliferon 2,45 1,94 1,44 3,71 2,18 1,48 2,86 2,92 1,57 1,58 2,16 2,28 3,36 1,83 
Protokatehujska kislina 7,70 1,89 1,99 1,73 4,90 6,07 2,62 9,08 1,26 4,08 7,40 8,64 4,27 2,25 
Gentinska kislina 4,90 1,96 2,87 4,83 2,10 2,19 7,49 7,82 2,33 7,69 4,08 2,00 8,12 2,17 
Cimetna kislina 149,36 169,17 162,99 162,16 178,29 163,22 92,68 158,15 149,87 162,48 152,34 140,90 121,50 148,52 
p-hidroksibenzojska kislina 15,82 8,22 6,36 6,30 11,88 21,06 19,96 12,50 7,81 11,06 7,83 15,70 16,12 10,42 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (A – 30 % aceton), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 
300 W + 5 min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks.  
nd – ni detektirano 
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Preglednica 9: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v vodnih izvlečkih semen koromača v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12 VA VR 
Rutin nd 2,82 8,64 3,11 3,08 12,68 5,40 8,89 38,94 23,75 50,37 17,23 nd 4,74 
Kemferol-3-rutinozid 2,71 3,50 6,08 3,48 2,89 3,66 3,23 6,78 29,05 17,10 15,18 14,80 2,96 3,26 
Kvercetin-3-O-glukuronid nd nd nd nd 1,76 3,03 1,54 0,76 3,87 2,32 22,47 34,88 1,30 8,31 
Izoramnetin heksosid 2 nd nd nd 0,15 nd nd nd 1,13 1,87 2,24 0,16 1,05 0,78 0,15 
Kvercetin heksosid 0,53 0,38 1,05 0,82 1,86 3,09 1,52 3,05 7,62 6,48 0,97 7,72 0,47 2,44 
Kvercetin-3-glukozid 0,58 0,38 1,33 0,61 2,17 3,49 1,96 3,64 8,85 6,82 1,08 9,90 0,64 3,17 
Kemferol-3-O-glukuronid 39,15 46,12 40,49 38,70 42,87 41,84 45,77 67,87 49,21 39,87 48,89 57,63 54,72 47,56 
Kemferol-3-glukozid 1,46 4,36 6,06 6,22 10,40 12,44 11,45 13,94 3,79 17,93 5,99 8,21 10,05 4,13 
Apigenin-7-O-glukuronid 3,58 4,48 3,79 3,95 4,27 3,24 4,98 5,75 4,68 4,70 5,59 3,68 3,15 3,13 
Derivat dikafeoilkina kisline nd nd 0,54 0,43 1,16 1,01 5,02 2,87 12,45 11,84 11,49 5,89 nd 2,09 
Derivat 1 feruloilkina kisline 0,73 nd 1,91 1,02 nd 1,10 0,84 1,99 1,55 2,43 3,83 2,26 3,75 4,53 
Derivat 2 feruloilkina kisline nd nd nd nd nd 0,33 0,71 0,50 7,69 4,89 4,23 1,98 1,12 1,58 
Rožmarinska kislina 1,12 0,89 0,98 0,75 0,35 4,30 0,57 1,18 1,23 0,74 1,66 0,92 0,41 1,28 
Derivat 1 kafeoilkina kisline 0,92 1,04 0,83 0,70 1,36 1,70 1,14 0,44 5,47 4,72 9,00 5,17 0,32 4,53 
5-kafeoilkina kislina 0,85 1,08 0,60 0,59 1,38 1,54 0,76 0,73 7,23 4,29 11,05 5,21 0,41 3,44 
3-kafeoilkina kislina 0,68 0,95 0,80 0,44 1,45 1,59 0,74 0,58 7,52 4,58 9,00 5,16 0,29 3,54 
Derivat 2 kafeoilkina kisline 0,66 0,89 2,08 0,76 1,54 1,56 0,84 0,57 5,67 6,80 8,84 6,05 0,42 2,85 
Derivat p-kumaroilkina kisline nd nd nd nd nd nd nd 0,60 4,46 4,99 6,88 2,91 0,84 1,08 
p-hidroksibenzojska kislina-O-glukozid 2,75 2,39 6,44 4,20 nd 13,71 nd 1,95 11,89 7,41 0,55 0,89 nd 0,64 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (V - voda), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 300 W + 5 
min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks. 
nd – ni detektirano 
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Preglednica 10: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v etanolnih izvlečkih semen koromača v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 EA ER 
Rutin nd 2,05 nd 1,87 nd nd 1,69 2,60 31,55 68,96 65,24 25,92 8,81 44,86 
Kemferol-3-rutinozid 9,96 15,13 8,06 3,17 6,46 7,38 7,64 10,92 20,26 22,07 35,04 24,88 11,02 33,09 
Izoramnetin heksosid 1 0,48 0,79 0,49 0,51 0,99 0,73 0,76 0,76 2,60 1,52 2,29 1,57 0,90 2,53 
Kvercetin-3-O-glukuronid 0,97 nd 0,28 0,44 nd 0,66 nd 0,41 70,85 53,79 51,95 55,12 6,80 75,34 
Izoramnetin heksosid 2 0,55 0,68 0,70 0,80 0,73 0,86 0,60 1,04 1,24 1,90 2,46 1,67 1,04 3,36 
Kvercetin heksosid 0,45 0,55 0,69 0,52 0,65 0,62 0,60 0,75 18,84 16,92 16,25 14,85 2,26 20,90 
Kvercetin-3-glukozid 0,54 0,39 0,55 0,46 0,50 0,65 0,64 0,64 22,37 19,01 17,67 16,96 2,29 25,83 
Kemferol-3-O-glukuronid 50,49 58,16 46,53 85,17 45,22 42,35 43,52 73,32 124,64 92,67 85,41 90,91 67,90 126,16 
Kemferol-3-glukozid 20,91 17,49 17,53 22,05 14,51 18,17 8,40 25,02 22,81 11,01 19,80 19,46 12,05 21,95 
Apigenin-7-O-glukuronid 6,22 3,23 4,90 7,47 4,12 6,04 8,11 5,16 10,20 4,56 6,55 5,63 6,51 7,95 
Derivat dikafeoilkina kisline nd nd nd nd nd nd nd nd 10,19 14,60 21,93 13,89 0,08 25,36 
Derivat 1 feruloilkina kisline nd nd nd nd nd nd nd nd 2,50 0,81 1,20 2,01 6,21 3,33 
Derivat 2 feruloilkina kisline 1,29 0,44 0,80 nd nd nd nd 0,52 6,99 4,26 6,69 5,46 1,23 8,33 
Rožmarinska kislina 10,83 10,57 11,89 10,77 3,03 7,50 9,91 14,48 11,40 10,27 9,81 7,48 16,41 15,11 
Derivat 1 kafeoilkina kisline 0,16 0,11 0,19 0,13 0,31 0,37 0,34 0,39 15,25 16,94 15,30 10,36 1,10 12,63 
5-kafeoilkina kislina 0,37 0,13 0,27 0,37 0,31 0,27 0,30 0,75 18,11 16,34 17,73 11,84 1,11 13,69 
3-kafeoilkina kislina 0,33 0,33 0,32 0,17 0,38 0,64 0,31 1,02 24,26 15,75 50,56 14,31 1,17 14,93 
Derivat 2 kafeoilkina kisline 0,34 0,37 0,31 0,34 0,35 0,61 0,31 0,83 51,14 14,86 51,67 12,95 2,62 17,32 
Derivat p-kumaroilkina kisline 3,96 4,05 3,31 4,54 3,79 4,37 4,55 4,31 5,40 3,51 4,29 6,49 9,41 7,48 
p-hidroksibenzojska kislina-O-glukozid 25,97 12,84 15,36 16,67 19,67 19,28 23,47 19,18 11,01 8,22 8,53 14,14 37,39 17,02 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (E – 30 % etanol), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 
300 W + 5 min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks. 
nd – ni detektirano 
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Preglednica 11: Vsebnost posameznih fenolnih spojin v acetonskih izvlečkih semen koromača v mg/100 g s.s., določena z UPLC MS/MS 
Spojina Oznaka vzorca 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 AA AR 
Rutin 23,91 21,37 26,49 27,78 34,59 25,25 45,21 102,27 24,98 66,83 79,05 25,87 7,40 54,28 
Kemferol-3-rutinozid 15,24 15,64 15,99 21,01 37,31 15,33 42,76 29,60 27,41 36,39 27,95 18,21 34,27 53,30 
Izoramnetin heksosid 1 1,87 2,50 2,19 3,64 9,57 1,61 2,76 2,21 2,24 2,74 2,22 1,63 1,77 3,40 
Kvercetin-3-O-glukuronid 70,60 73,06 70,76 113,00 165,37 58,52 39,97 70,48 52,40 52,66 55,65 57,18 13,29 102,97 
Izoramnetin heksosid 2 1,86 2,21 2,27 3,30 8,14 1,45 3,09 2,35 2,68 3,09 2,61 1,40 2,25 3,94 
Kvercetin heksosid 11,27 10,58 13,16 15,76 27,43 11,21 11,73 20,46 14,48 15,75 15,60 13,06 4,39 32,41 
Kvercetin-3-glukozid 14,34 14,08 17,57 19,85 18,08 15,17 13,26 25,22 18,02 19,24 19,55 16,54 5,13 37,47 
Kemferol-3-O-glukuronid 259,89 257,44 216,26 363,68 219,71 103,63 71,93 111,92 72,07 79,78 88,70 94,29 92,22 155,60 
Kemferol-3-glukozid 27,65 22,67 21,68 35,58 76,22 24,01 9,15 24,45 12,29 17,10 10,21 14,84 11,73 22,22 
Apigenin-7-O-glukuronid 4,71 4,21 8,32 6,45 3,35 9,51 6,23 7,37 8,43 8,18 8,22 5,55 9,10 5,99 
Derivat dikafeoilkina kisline 2,25 1,87 2,31 2,77 17,42 3,63 15,11 22,43 20,51 27,05 20,93 18,51 0,41 60,30 
Derivat 1 feruloilkina kisline 2,00 1,86 1,79 1,83 1,55 1,71 0,71 2,73 1,41 1,42 2,23 1,04 7,60 3,84 
Derivat 2 feruloilkina kisline 2,54 2,84 1,48 1,19 4,86 2,44 2,89 8,82 6,84 9,46 8,92 5,99 8,74 10,94 
Rožmarinska kislina 10,50 9,34 11,52 14,62 7,66 8,37 8,17 13,88 7,85 10,42 9,40 7,64 19,13 18,25 
Derivat 1 kafeoilkina kisline 6,99 7,15 7,60 9,44 11,08 9,63 54,61 17,77 19,96 60,55 64,06 24,38 2,31 31,64 
5-kafeoilkina kislina 6,89 7,06 6,55 8,86 11,11 10,13 60,00 16,18 25,37 61,56 67,92 57,06 2,47 78,75 
3-kafeoilkina kislina 7,84 8,10 8,23 8,81 12,36 10,79 63,34 27,20 60,35 65,59 73,12 57,91 2,69 81,58 
Derivat 2 kafeoilkina kisline 9,30 9,32 8,89 8,65 14,14 12,56 71,10 67,46 60,24 70,06 79,74 61,17 2,37 83,82 
Eskuletin glukozid 0,37 0,37 0,47 0,50 3,08 0,31 2,97 0,89 3,79 4,64 4,60 3,92 1,85 6,78 
Derivat p-kumaroilkina kisline 5,88 6,67 5,95 10,10 9,60 7,20 3,50 5,07 4,64 4,71 4,64 5,06 5,50 5,95 
p-hidroksibenzojska kislina-O-
glukozid 14,69 21,90 14,04 13,40 20,49 20,46 19,43 26,17 19,03 21,93 22,18 17,70 29,69 17,03 
Pri oznakah vzorcev črka predstavlja vrsto ekstrakcijskega topila (A – 30 % aceton), številka poleg pa pogoje ekstrakcije MAE (40 °C: 1-4, 60 °C: 5-8, 80 °C: 9-12; 
300 W + 5 min: 1, 5, 9, 300 W + 10 min: 2, 6, 10, 600 W + 5 min: 3, 7, 11, 600 W + 10 min: 4, 8, 12), oznaka A predstavlja ekstrakcijo ASE, R pa refluks. 
nd – ni detektirano
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V izvlečkih iz listov koprive je razmerje med fenolnimi kislinami ter flavonoidi ter 
njihovimi glikozidi pri večini izvlečkov zelo podobno. V vseh izvlečkih močno 
prevladujeta cimetna kislina (0,94 – 178,29 mg/100 g s.s.) in kemferol (75,15 – 135,61 
mg/100 g s.s.) neodvisno od ekstrakcijskega topila. Kemferol in njegovi glukozilirani 
derivati delujejo protivnetno, nevro- in kardioprotektivno, zmanjšujejo tudi tveganje za 
nastanek diabetesa, delujejo antioksidativno ter protimikrobno. Z večjim vnosom teh 
spojin pa je povezana tudi manjša incidenca rakavih obolenj (Imran in sod., 2019; Chen 
in Chen, 2013). Cimetna kislina ter njeni derivati oz. hidroksicimetne kisline nasploh 
imajo širok spekter bioloških aktivnosti (Sova, 2012). Zeković in sod. (2017) so v 
vodnih izvlečkih listov koprive kot prevladujočo spojino določili rutin. Vsebnost rutina 
v naših izvlečkih je bila zelo povezana z ekstrakcijskim topilom. Tako je bilo rutina v 
vodnih izvlečkih precej malo, v etanolnih izvlečkih nekoliko več, zanimivo le pri 40 °C 
MAE izvlečkih, vsi acetonski izvlečki pa so ga vsebovali veliko (14,68 – 42,38 mg/100 
g s.s.), največ pa ASE izvleček. Relativno veliko je tudi kvercetin-acetil-rutinozida, p-
hidroksibenzojske kisline, ferulne kisline, miricetina ter apigenina. Epikatehin galata 
smo določili veliko zlasti etanolnim MAE izvlečkom, epikatehina pa so več vsebovali 
predvsem ASE vodni ter acetonski izvlečki. Zanimivo smo veliko kavne kisline (ok. 40 
mg/100 g s.s.) določili le nekaterim etanolnim in vodnim izvlečkom, v nekaterih pa zelo 
malo oz. nič. Podobno je s protokatehujsko kislino, katere je veliko pri nekaterih vodnih 
MAE izvlečkih. Tudi gentinske kisline je nekoliko več v vodnih MAE izvlečkih, pri 
katerih je bila temperatura ekstrakcije 60 °C oz. 80 °C. Več raziskav (Vajić in sod., 
2018; Zeković in sod., 2017; Grauso in sod., 2020; Đurović in sod., 2017) omenja tudi 
prisotnost nekaterih spojin (v nezanemarljivih koncentracijah), katerih v naših izvlečkih 
nismo identificirali - siringinske kisline, vanilinske kisline, sinapinske kisline, estra 
kavne in jabolčne kisline, naringenina. Po drugi strani Orčić in sod. (2014) v izvlečkih 
listov koprive niso določili kemferola, ki je bil v naših izvlečkih prevladujoča spojina. 
Medtem, ko v naši raziskavi med metodami ekstrakcije ni bilo razlik v fenolnem profilu 
izvlečkov, Đurović in sod. (2017) poročajo o razlikah v sestavi UAE ter Soxhlet 
izvlečkih koprive – medtem ko je Soxhlet izvleček vseboval siringinsko, cimetno ter 
protokatehujsko kislino, so bile omenjene spojine odsotne v UAE izvlečku, in obratno, 
UAE izvleček je vseboval ferulno, klorogensko, kavno ter sinapinsko kislino, katerih 
niso identificirali v Soxhlet izvlečku. Celokupno gledano smo z aplikacijo 
nekonvencionalnih metod dobili boljše izkoristke fenolnih spojin v primerjavi s 
klasičnim refluksom. Pri večini izvlečkov se je aceton izkazal kot optimalno topilo za 
izolacijo polifenolov. 
V izvlečkih semen koromača prevladujejo flavonoidi ter njihovi derivati, razmerje med 
njimi in fenolnimi kislinami pa se z naraščanjem temperature zmanjšuje. V vseh 
izvlečkih je prevladujoča spojina kemferol-3-O-glukuronid (38,70 – 363,68 mg/100 g 
s.s.), zlasti veliko ga vsebujejo acetonski izvlečki. V vodnih izvlečkih je veliko rutina 
ter kemferol-3-rutinozida le pri izvlečkih MAE, kjer je bila temperatura ekstrakcije 80 
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°C, nekaj več je še kemferol-3-glukozida (MAE, 60 °C) ter derivata dikafeoilkina 
kisline (MAE, 80 °C). Vsi etanolni izvlečki vsebujejo veliko kemferol-3-glukozida, p-
hidroksibenzojske kisline-O-glukozida ter rožmarinske kisline, ostalih spojin pa je pod 
temperaturo ekstrakcije 80 °C zelo malo. Pri tej ekstrakcijski temperaturi pa znatno 
narastejo koncentracije kvercetin-3-O-glukuronida, rutina, derivatov dikafeoilkina 
kisline ter 3- in 5-kafeoilkina kisline, kvercetin-3-glukozida ter kvercetin heksosida. 
Zlasti velike koncentracije identificiranih spojin smo določili pri refluksnem izvlečku, 
podobno lahko opazimo tudi pri acetonskih izvlečkih v primerjavi z etanolnimi in 
vodnimi izvlečki. Z uporabo acetona kot ekstrakcijskega topila smo večino spojin 
(kemferol-3-O-glukuronid, kvercetin-3-O-glukuronid, rutin, kemferol-3-glukozid, 
kemferol-3-rutinozid, p-hidroksibenzojska kislina-O-glukozid, kvercetin heksosid, 
kvercetin-3-glukozid, rožmarinska kislina) ekstrahirali v večjih koncentracijah že pri 
"nižjih" temperaturah ekstrakcije. Kemferol-3-O-glukuronid je prevladujoča spojina 
tudi v acetonskih izvlečkih, vendar so koncentracije v le-teh znatno višje v primerjavi z 
vodnimi ter etanolnimi izvlečki. Pri višjih ekstrakcijskih temperaturah se je ekstrahiralo 
tudi veliko fenolnih kislin ter derivatov – 3- in 5-kafeoilkina kisline ter derivatov 
kafeoilkina ter dikafeoilkina kisline. Vodni izvlečki niso vsebovali izoramnetin 
heksosida 1, eskuletin glukozid pa smo identificirali le v acetonskih izvlečkih. Tudi 
Faudale in sod. (2008) so v izvlečkih semen koromača iz Mediteranskih držav določili 
velike vsebnosti kvercetin-3-O-glukuronida, 3-, 4- ter 5-O-kafeoilkina kislin, rutina ter 
rožmarinske kisline, poleg teh pa še eriodiktiol-7-O-rutinozida, 1,3-O-dikafeoilkina 
kisline, 1,4-O-dikafeoilkina kisline ter 1,5-O-dikafeoilkina kisline, podobno tudi 
Križman in sod. (2007). Bunghez in sod. (2015) so kemferol-3-O-glukuronid ter 
rožmarinsko kislino identificirali v izvlečkih origana in rožmarina, ki sta poznana po 
veliki antioksidativni ter protimikrobni učinkovitosti. 
Pri izvlečkih iz semen koromača je vpliv tako metode ekstrakcije kot tudi pogojev 
ekstrakcije precej bolj izrazit v primerjavi z izvlečki listov koprive. Na izolacijo 
biološko aktivnih spojin sta imela zelo velik vpliv temperatura ter topilo. Iz rezultatov je 
razvidno, da potrebujemo za izolacijo bioaktivnih spojin iz semen koromača le-ta 
izpostaviti intenzivnejšim pogojem. Število identificiranih spojin je bilo namreč zelo 
odvisno od temperature ekstrakcije. Tudi v raziskavi, ki sta jo izvedla Angelov in 
Boyadzhieva (2016) je vsebnost polifenolov ter flavonoidov v izvlečkih semen 
koromača s temperaturo narastla.  
Izvlečki MAE, pri katerih je bila ekstrakcijska temperatura 80 °C, so imeli očitno bolj 
raznoliko kemijsko sestavo v primerjavi s tistimi, pri katerih je bila temperatura 
ekstrakcije 40 °C oz. 60 °C. To velja zlasti za vodne in etanolne izvlečke, kjer se je 
koncentracija spojin z naraščajočo temperaturo praviloma povečevala. Pri acetonskih 
izvlečkih pa vpliv temperature ni tako očiten. Že pri nižjih temperaturah ekstrakcije je 
bilo število identificiranih spojin najvišje, prav tako so bile že pri 40 °C koncentracije 
detektiranih spojin relativno visoke, trend naraščanja koncentracij s temperaturo tudi ni 
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tako močno izrazit, kot je to vidno pri vodnih in etanolnih izvlečkih. Npr. koncentracija 
kemferol-3-O-glukuronida, ki je prevladujoča spojina v vseh izvlečkih iz semen 
koromača, z naraščanjem temperature pravzaprav pada. Zanimiv je tudi vpliv 
ekstrakcijskega topila na vsebnost rutina – ta je v acetonskih izvlečkih prisoten v 
relativno visokih koncentracijah že pri nižjih temperaturah ekstrakcije, medtem ko ga je 
pri vodnih in etanolnih izvlečkih pri 40 °C precej manj oz. ga sploh ni. Če primerjamo 
metode ekstrakcije, se je za izolacijo polifenolov najbolje izkazal klasični refluks v 
kombinaciji z acetonom kot topilom, kar, če vzamemo v obzir močan vpliv temperature, 
ni tako nepričakovano. Vidimo lahko, da je pri izvlečkih ASE skupna koncentracija 
spojin manjša v primerjavi z ostalima metodama. Opazimo lahko tudi, da so bili 
izvlečki, pripravljeni s pospešeno ekstrakcijo, revnejši s fenolnimi spojinami v 
primerjavi z izvlečki, pripravljenimi z ostalima metodama ekstrakcije. Vzrok je v času 
izvedbe ekstrakcij. Zaradi razmer smo namreč izvlečke ASE pripravljali v mesecu 
septembru, medtem ko sta bili ostali dve metodi ekstrakcije izvedeni v mesecu marcu, iz 
rezultatov pa lahko sklepamo, da je med tem časom prišlo do oksidacije spojin v 
vzorcu. 
Opazimo lahko tudi, da je seštevek koncentracij identificiranih spojin v izvlečkih manjši 
od določenih vrednosti TPC. Kar je zanimivo in tudi nekoliko nenavadno, je velika 
razlika med vrednostmi TPC ter seštevkom koncentracij spojin pri izvlečkih listov 
koprive. Že Prior in sod. (2005) kot slabost Folin-Ciocalteu določanja skupnih fenolnih 
spojin omenjajo reakcije FC reagenta s spojinami, ki niso fenoli, s čimer bi lahko 
pojasnili razlike med vrednostmi. V našem primeru bi lahko na rezultate določanja TPC 
vplival klorofil, katerega kopriva vsebuje veliko. El-Hamidi in sod. (2016) potrujejo, da 
lahko klorofil poveča rezultat TPC, določen z metodo Folin-Ciocalteu. 
4.3 BIOLOŠKA AKTIVNOST IZVLEČKOV 
4.3.1 Antioksidativni potencial 
Ob upoštevanju vrednosti TPC smo za vsak rastlinski vir pripravili nov izvleček pod 
pogoji, ki so se izkazali za optimalne za izolacijo fenolov (pospešena ekstrakcija pri 
temperaturi 110 °C, statičnim časom ekstrakcije 10 min ter št. ciklov 4 za liste koprive 
ter refluksna ekstrakcija, ki je potekala 20 min od pričetka vrenja, za semena koromača, 
pri obeh je bilo ekstrakcijsko topilo 30 % aceton). Novima izvlečkoma smo določili 
antioksidativni potencial (DPPH, FRAP) ter protimikrobno aktivnost, prav tako smo 
jima določili vrednost TPC. Antioksidativni potencial (AOP) smo merili po metodah, 
DPPH (mehanizem SET ali/in HAT) ter FRAP (mehanizem SET) in rezultate izrazili v 
μmol troloks ekvivalenta (TE) na 1 g suhe snovi vzorca. Rezultate prikazuje preglednica 
12: 
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Preglednica 12: Skupni fenoli (TPC) ter antioksidativni potencial (AOP) izvlečkov, pripravljenih po 
optimalnih pogojih ekstrakcije 
 TPC [mg GAE/100 g s.s.] DPPH [μmol TE/g s.s.] FRAP [μmol TE/g 
s.s.] 
U. dioica L., listi 2845 ± 17 35,15 ± 0,02 145,44 ± 1,83 
F. vulgare, 
semena 
252 ± 2 0,675 ± 0,00 15,11 ± 0,06 
Antioksidativni potencial sledi trendu skupnih fenolnih spojin – izvlečku lista koprive 
smo določili večji TPC, zato je bil tudi antioksidativni potencial za ta izvleček večji v 
primerjavi z izvlečkom semen koromača. Zanimivo je, da je razmerje med 
izmerjenima vrednostma AOP pri DPPH metodi nekoliko nepričakovano precej večje 
v primerjavi z razmerjem med vrednostma za posamezen izvleček pri metodi FRAP. 
Možno je, da je to posledica časa inkubacije pred merjenjem absorbanc – ta je bil pri 
metodi FRAP relativno kratek (5 min). V objavi Prior in sod. (2005) lahko zasledimo, 
da so za to metodo značilni kratki časi reakcije med reagentom in vzorcem, kljub temu 
pa nekatere spojine potrebujejo več časa za to, da reagirajo z reagentom. 
Kar še nekako izstopa, so nižje vrednosti TPC kot pri prvotno pripravljenih izvlečkih, 
zlasti pri izvlečku semen koromača, kar je posledica razgradnje nekaterih spojin zaradi 
izpostavljenosti vzorca svetlobi ter sobni temperaturi. Manjši vpliv, pa vendar, je lahko  
spremenjeno razmerje med vzorcem in topilom med ekstrakcijo. 
Kukrić in sod. (2012) so določali antioksidativno aktivnost etanolnih ter metanolnih 
izvlečkov iz listov koprive. Etanolnim izvlečkom so določili večjo antioksidativno 
aktivnost kot metanolnim izvlečkom. V primerjavi z vitaminom C, BHA in BHT so 
izvlečki izkazali zmerno antioksidativno aktivnost. V raziskavi Vajić in sod. (2018) so 
izvlečku koprive določili večji vrednosti FRAP ter TEAC kot BHT, ampak manjši kot 
vitaminu C. Oktay in sod. (2003) so vodnemu ter etanolnemu izvlečku iz semen 
koromača določili močno antioksidativno aktivnost, primerljivo z BHA, BHT ter α-
tokoferolom.  
Alpinar in sod. (2009) so izvlečku koromača določili 4-krat višjo antioksidativno 
aktivnost kot smo jo določili našemu izvlečku koromača (60 ± 6 μmol TE/g s.s., 
FRAP) ter nižjo kot smo jo določili našemu izvlečku koprive. Tudi Fernandes in sod. 
(2016) so izvlečku koromača določili nižjo antioksidativno aktivnost (43,61 μmol 
TE/g s.s., FRAP) v primerjavi z našim izvlečkom koprive medtem, ko je bila ta pribl. 
3-krat večja od naše vrednosti za izvleček koromača. Antioksidativni potencial 
etanolnega izvlečka semen koromača v raziskavi Lu in sod. (2011) je znašal 72,40 ± 
1,40 μmol TE/g s.s. (FRAP), medtem ko je bila vsebnost skupnih fenolnih spojin v 
izvlečku 676 ± 11 mg GAE/100 g s.s. 
Apak in sod. (2009) so primerjali antioksidativni potencial čaja iz koprive ter čaja iz 
koromača, slednjemu so določili manjši antioksidativni potencial, kar sovpada z 
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našimi rezultati. V nasprotju z našimi rezultati pa je imel metanolni izvleček koromača 
v raziskavi Albayrak in sod. (2011) boljšo antioksidativno aktivnost kot tudi večji TPC 
v primerjavi z metanolnim izvlečkom koprive. 
4.3.2 Protimikrobno delovanje 
Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) izvlečkov smo določili na osnovi njihove 
protimikrobne aktivnosti na izbrane seve mikroorganizmov. Minimalne baktericidne oz. 
fungicidne koncentracije (MBK/MFK) izvlečkov smo določali le za seve, kjer je bila 
vrednost MIK <4 mg/mL. 
Preglednica 13: Vrednosti MIK, MBK oz. MFK izvlečkov za testirane mikroorganizme 
Mikroorganizem MIK [mg/mL] MBK / MFK [mg/mL] 
U. dioica L., listi 
F. vulgare, 
semena 
U. dioica L., listi 
F. vulgare, 
semena 
S. aureus ŽMJ72 2 >4 2 - 
L. innocua ŽM39 >4 >4 - - 
E. coli ŽM370 >4 >4 - - 
P. fragi ŽM685 0,5 2 1 >4 
C. albicans ZIM2202 >4 >4 - - 
P. anomala ZIM1769 >4 >4 - - 
 
Oba izvlečka sta se izkazala za slabo protimikrobno aktivna. V primerjavi z izvlečkom 
semen koromača smo boljšo protimikrobno aktivnost določili izvlečku listov koprive, 
kar tudi sovpada z rezultati meritev TPC in AOP. Preglednica 13 prikazuje 
protimikrobno aktivnost izvlečkov, izraženo kot vrednost MIK ter vrednost MBK 
(bakterije) oz. MFK (kvasovke). Vidimo lahko, da seva L. innocua in E. coli nista bila 
občutljiva na testirana izvlečka (MIK > 4 mg/mL). Izvlečka prav tako nista delovala 
inhibitorno na oba testirana seva kvasovk. Sev S. aureus je bil občutljiv na izvleček lista 
koprive (MIK = 2 mg/mL), na izvleček semen koromača pa neobčutljiv (MIK > 4 
mg/mL). Sev P. fragi je bil občutljiv na oba izvlečka, in sicer bolj občutljiv na izvleček 
listov koprive (MIK = 0,5 mg/mL) v primerjavi z izvlečkom semen koromača (MIK = 2 
mg/mL). Vrednost MBK, ki označuje minimalno koncentracijo izvlečka, ki uniči 99,9 
% ali več bakterijskih celic, smo določili le za izvleček listov koprive, in sicer 1 mg/mL 
za sev P. fragi ter 2 mg/mL za sev S. aureus. 
Gramnegativne bakterije so v splošnem zaradi različne sestave celične stene odpornejše 
proti protimikrobnim snovem v primerjavi z grampozitivnimi bakterijami (Burt, 2004). 
V tem primeru pa sta oba testirana izvlečka najbolje zavirala prav P. fragi, ki je 
gramnegativna bakterija. Pseudomonasi imajo namreč veliko encimsko aktivnost. 
Huynh in sod. (2018) so ugotovili, da lahko encimi, ki jih proizvajajo mikroorganizmi, 
vplivajo na obliko fenolnih spojin, tako da jih deglikozilirajo v aglikone. S tem pa se 
poveča tudi njihova bioaktivnost. 
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Protimikrobno aktivnost izvlečka listov koprive (konvencionalna metoda) na istih sevih 
P. fragi, E. coli ter S. aureus je testirala Žalik (2019). Prav tako je bil P. fragi najbolj 
občutljiv na izvleček koprive v primerjavi z ostalima bakterijskima sevoma (MIK = 
0,78 mg/mL), izvleček pa je tako kot pri nas zavrl rast seva S. aureus (MIK = 2 
mg/mL), občutljiv pa je bil tudi sev E. coli (MIK = 2 mg/mL), katerega naš izvleček ni 
inhibiral. Sterniša in sod. (2020) so za isti sev P. fragi določili vrednosti MIK 0,39 – 
0,78 mg/mL za izvleček koprive. Ta je imel tudi boljši protimikrobni učinek v 
primerjavi z izvlečkom origana (MIK = 1,56 – 3,13 mg/mL). 
Zeković in sod. (2017) so primerjali vpliv nekonvencionalnih metod ekstrakcije (UAE, 
MAE, SWE) na protimikrobno aktivnost izvlečka listov koprive. Testirali so naslednje 
mikroorganizme: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumnoiae, Escherichia coli, 
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Candida albicans ter Aspergillus 
niger. Vsi trije izvlečki so najbolj zavirali rast S. aureus (MIK = 9,76 – 78,12 μg/mL). 
SWE izvleček pa je imel najnižje oz. enake vrednosti MIK v primerjavi z ostalima 
izvlečkoma. 
Izvleček lista koprive se je izkazal tudi kot potencialno sredstvo za zaviranje na 
meticilin rezistentnega seva S. aureus (MIK = 0,063 – 0,500 mg/mL). Testirali so tudi 
vpliv izvlečka na rast na meticilin občutljivega seva S. aureus, kjer so določili vrednosti 
MIK  0,888 – 0,500 mg/mL (Zenão in sod., 2017). 
Rajput in sod. (2004) so v primerjavi s prej omenjenimi raziskavami za izvleček listov 
koprive (Soxhlet) določili nekoliko višje vrednosti MIK: 6,25 mg/mL za E. coli, 12,5 
mg/mL za P. aeruginosa ter S. aureus in 50 mg/mL za B. cereus. 
Mahmoudi in sod. (2014) pa poročajo o dobri protimikrobni aktivnosti vodnih 
izvlečkov velike koprive tako proti grampozitivnim kot gramnegativnim bakterijam kot 
tudi proti kvasovki C. albicans. V raziskavi omenjenih raziskovalcev so ugotovili, da so 
bile grampozitivne bakterije (S. aureus, L. monocytogenes) bolj občutljive na vodne 
izvlečke iz listov koprive, medtem ko so bile gramnegativne bakterije (Pseudomonas 
vulgaris, Klebsiella pneumoniae) bolj občutljive na vodne izvlečke iz korenin koprive. 
Medtem ko je mogoče najti kar nekaj raziskav na temo protimikrobnega delovanja 
izvlečkov, pripravljenih iz listov koprive (Erdoğrul, 2002; Rajput in sod., 2004; Gülcin 
in sod., 2004; Kukrić in sod., 2012; Salami in sod., 2016; Zeković in sod., 2017; Zenão 
in sod., 2017; Sterniša in sod., 2020), so raziskave, ki se nanašajo na protimikrobno 
delovanje semen koromača, večinoma povezane z eteričnimi olji (Mimica-Dukić in 
sod., 2003; Singh in sod., 2006; Anwar in sod., 2009; Diao in sod., 2014), manj raziskav 
pa vključuje izvlečke (Mahady in sod., 2005; Singh in sod., 2006). 
Izvlečki semen koromača, zlasti pa njegova eterična olja, izkazujejo močno protiglivno 
aktivnost (Mimica-Dukić in sod., 2003; Hamdy-Roby in sod., 2013; Rather in sod., 
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2016). Hamdy-Roby in sod. (2013) so določili celo nižje vrednosti MIK za izvlečke ter 
eterično olje semen koromača proti Aspergillus flavus ter C. albicans, kot za bakterije. 
V našem primeru niti izvleček koromača niti izvleček koprive ni zaviral rasti kvasovk 
C. albicans ter P. anomala. Fenhon in P-anisaldehid, ki sta eni izmed glavnih sestavin 
eteričnega olja koromača, delujeta akaricidno proti moknatem kožojedu 
(Dermatophagoides farinae) in hišni pršici (Dermatophagoides pteronyssinus) (Rather 
in sod., 2016). 
Metanolni izvleček semen koromača v raziskavi, ki so jo izvedli Salami in sod. (2016), 
je dobro zaviral rast E. coli (MIK = 62,5 – 250 μg/mL), S. aureus in S. typhimurium 
(MIK = 62,5 – 500 μg/mL) ter B. subtilis (MIK = 125 – 500 μg/mL). Mahady in sod. 
(2005) poročajo o zelo dobrem protimikrobnem učinku izvlečka semen koromača proti 
Helicobacter pylori (MIK = 50 μg/mL). 
Čeprav izvlečka nista izkazala inhibitornega učinka na večino testiranih 
mikroorganizmov, je potrebno omeniti dobro aktivnost, zlasti izvlečka koprive, proti 
sevu P. fragi, ki je v živilstvu poznan kot eden glavnih povzročiteljev kvara mesa in rib. 
Zato bi ta lahko predstavljala naravno ter varnejšo alternativo sintetičnim 
konzervansom, ki se uporabljajo v živilstvu. 
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5 SKLEPI 
Na podlagi opravljenih analiz lahko potrdimo oz. ovržemo zastavljene hipoteze: 
H1: Z ekstrakcijo z mikrovalovi (MAE) in pospešeno ekstrakcijo (ASE) pričakujemo 
boljši izkoristek bioaktivnih snovi v krajšem času ekstrakcije v primerjavi s 
konvencionalno metodo ekstrakcije (refluksna ekstrakcija). 
• Hipotezo 1 lahko potrdimo le za liste koprive. Izkazalo se je namreč, da smo z 
aplikacijo nekonvencionalnih metod ekstrakcije dobili boljši izkoristek bioaktivnih 
snovi pri izvlečkih koprive, in sicer najboljši izkoristek z metodo ASE, medtem ko 
so semena koromača zahtevala intenzivnejši tretma, in smo najboljši izkoristek 
bioaktivnih spojin dobili s klasičnim refluksom. 
H2: Optimalni pogoji ekstrakcije, ki dajejo največji izkoristek bioaktivnih snovi, se 
bodo razlikovali pri obeh rastlinskih materialih (kopriva, koromač).  
• Optimalni pogoji ekstrakcije precej zavisijo od lastnosti materiala, ki ga želimo 
ekstrahirati. Semena koromača imajo čvrstejšo strukturo v primerjavi z listi 
koprive, zato le-ta zahtevajo intenzivnejše pogoje ekstrakcije. Večje vsebnosti 
bioaktivnih snovi smo pri obeh rastlinskih materialih dosegli ob uporabi 30 % 
acetona kot topila. Pri izvlečkih listov koprive smo dosegli največjo vsebnost 
bioaktivnih snovi s pospešeno ekstrakcijo, medtem ko pri izvlečkih semen 
koromača s klasičnim refluksom, pri katerem je bil rastlinski material dlje časa 
izpostavljen visokim temperaturam. Hipotezo 2 lahko zato potrdimo.  
H3: Bioaktivna učinkovitost (protimikrobna in antioksidativna aktivnost, določena z 
izbranimi parametri, kot so minimalna inhibitorna koncentracija (MIK), minimalna 
baktericidna koncentracija (MBK) in sposobnost lovljenja prostih radikalov DPPH·) bo 
v pozitivni korelaciji s koncentracijskimi razmerji glavnih učinkovin pridobljenih 
izvlečkov. 
• Izvlečkom listov koprive smo z metodo Folin-Ciocalteu določili znatno višje 
vsebnosti fenolnih spojin v primerjavi z izvlečki semen koromača, prav tako smo v 
izvlečkih koprive identificirali več bioaktivnih spojin. Z vrednostmi TPC sovpadata 
tudi antioksidativni potencial ter protimikrobna aktivnost izvlečkov. Če pa 
upoštevamo koncentracije glavnih spojin izvlečkov, lahko opazimo, da so 
koncentracije prevladujočih spojin večje v izvlečku semen koromača (refluks, 30 % 
aceton). Pri interpretaciji rezultatov pa je potrebno upoštevati domnevno oksidacijo 
fenolov v vzorcu semen koromača, ki je prav zagotovo pomembno doprinesla k 
slabši protimikrobni ter antioksidativni aktivnosti. 
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6 POVZETEK 
Številne rastline, ki se uporabljajo v tradicionalni medicini, predstavljajo bogat vir 
biološko aktivnih spojin z antioksidativnim ter protimikrobnim delovanjem. Zaradi teh 
lastnosti predstavljajo naravno ter sprejemljivejšo alternativo sintetičnim sredstvom, ki 
se uporabljajo za podaljšanje obstojnosti živil. 
Ekstrakcija je prvi korak pri pridobivanju bioaktivnih učinkovin. Poznamo različne 
načine metod, ki jih delimo na klasične in ne-konvencionalne. Slednje so zaradi manjše 
porabe organskih in sintetičnih kemikalij, skrajšanih časov ter nižjih temperatur 
ekstrakcije, avtomatizacije, večjih izkoristkov ekstrakcije, boljše kakovosti izvlečkov ter 
večje varnosti poznane tudi kot zelene metode in vedno bolj prihajajo v ospredje. 
V eksperimentalnem delu smo ugotavljali vpliv ekstrakcije z mikrovalovi ter pospešene 
ekstrakcije, ki sta nekonvencionalni metodi, in klasične refluksne ekstrakcije na 
izolacijo bioaktivnih spojin iz semen koromača ter listov koprive ter s tem na 
protimikrobno ter antioksidativno delovanje njunih izvlečkov. Največjo vsebnost 
fenolnih spojin smo določili v izvlečku ASE za list koprive, za ekstrakcijo fenolov iz 
semen koromača pa je bila optimalna metoda ekstrakcije klasični refluks. Pri obeh 
rastlinskih virih se je kot ekstrakcijsko topilo najbolje obnesel 30 % aceton, najslabše pa 
destilirana voda oz. 30 % etanol pri izvlečkih semen koromača, pridobljenih po metodi 
MAE. Izvlečki obeh rastlinskih virov so vsebovali veliko fenolnih kislin ter 
flavonoidov. V izvlečkih listov koprive sta prevladovala cimetna kislina ter kemferol, v 
izvlečkih semen koromača pa flavonoidi, predvsem kemferol-3-O-glukuronid ter 
kvercetin-3-O-glukuronid, izmed fenolnih kislin pa kafeoilkina kisline in derivati. Oba 
izvlečka sta bila bogata z rutinom. Omenjene spojine pomembno prispevajo k 
zdravilnim učinkom, ki jih izkazujeta tako koromač kot tudi kopriva. To tudi potrjujejo 
številne raziskave. Metoda ekstrakcije ni imela bistvenega vpliva na sestavo izvlečkov, 
je pa, zlasti je to vidno pri izvlečkih semen koromača, v kombinaciji z ekstrakcijskim 
topilom, vplivala na koncentracije spojin v izvlečkih. Ob predpostavki, da 
antioksidativni in tudi protimikrobni učinek zavisita od koncentracije bioaktivnih snovi, 
smo za določanje antioksidativne ter protimikrobne aktivnosti pripravili za vsak 
rastlinski material po en izvleček, za katerega smo določili največjo vsebnost fenolnih 
spojin ne glede na metodo ekstrakcije. Bi bilo pa za bolj natančno ovrednotenje vpliva 
metode ekstrakcije na protimikrobni učinek izvlečkov le-tega primernejše analizirati na 
izvlečkih, pridobljenih po vseh metodah, vključenih v raziskovalni del naloge. Skladno 
z izmerjenimi vrednostmi TPC je izvleček koprive izkazal boljšo antioksidativno ter 
protimikrobno aktivnost v primerjavi z izvlečkom koromača. Posebno občutljiv na oba 
izvlečka je bil sev P. fragi, sev S. aureus pa tudi na izvleček koprive. Izvleček koprive 
je v koncentraciji 1 mg/mL skoraj popolnoma zavrl rast seva P. fragi oz. v koncentraciji 
2 mg/mL tudi rast seva S. aureus, zaradi česar predstavlja potencialno sredstvo za 
podaljšanje obstojnosti živil, zlasti mesa ter rib, katerih pomemben kvarljivec je P. 
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fragi, ter zmanjšanje okužb, ki se prenašajo z živili. Izvlečka nista izkazala 
protimikrobnega učinka proti ostalim testiranim mikroorganizmom. 
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